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Resumo 
 
Neste trabalho pretendeu-se estudar a diversidade genética e evolução dos genes 
homC e homD, que codificam para OMPs de H. pylori, num painel de 189 estirpes 
isoladas de doentes de origem geográfica diferente e com diversas gastropatologias. 
Foram utilizadas as técnicas de PCR e sequenciação e ferramentas de 
bioinformática. Posteriormente, pretendeu-se esclarecer o papel destes genes na 
virulência de H. pylori, através de ensaios in vitro e avaliação da antigenicidade das 
respectivas proteínas. 
A reconstrução filogenética do gene homC revelou uma segregação geográfica, 
com três grupos predominantes, Ocidental, Oriental/Ameríndio e Africano. Foram 
identificadas oito variantes alélicas, com especificidade geográfica nos alelos mais 
prevalentes. Os resultados sugerem que estas variantes podem estar envolvidas na 
adaptação da bactéria ao hospedeiro e constituir marcadores da patologia gástrica e 
da virulência da estirpe. 
O gene homD mostrou menor diversidade genómica. No entanto, no terminal-N 
das proteínas HomD foi observada uma zona variável de repetições de motivos de 
KP (2-9 KP), tendo-se verificado uma correlação entre um menor número de 
repetições de motivos KP (≤4 KP) e a UP e o maior número de repetições (≤7 KP) e 
a gastrite. A análise in silico da proteína HomD mostrou que esta região de 
repetições exibe um elevado índice de hidrofibicidade e antigenicidade e uma alta 
probabilidade de exposição à superfície da bactéria. A corroborar estes resultados, 
demonstrou-se que a proteína HomD é antigénica. 
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Os ensaios in vitro sugerem que o gene homC poderá estar envolvido na resposta 
inflamatória de H. pylori. 
Globalmente, os resultados obtidos neste estudo sugerem que o gene homC está 
implicado na interacção entre H. pylori e o hospedeiro, contribuindo para a virulência 
desta bactéria. O gene homD parece ser um importante antigénio de H. pylori, e 
devido à sua elevada conservação a nível mundial, poderá constituir um novo alvo 
vacinal ou terapêutico. 
 
Palavras-chave: Helicobacter pylori; OMPs; homC; homD. 
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Abstract 
 
This work aimed to study the genetic diversity and evolution of homC and homD 
genes, coding for H. pylori OMPs, in a panel of 189 strains isolated from patients 
from different geographical origins and presenting different gastric diseases. PCR, 
sequencing and bioinformatics analysis were used. Subsequently, to clarify the role 
of these genes in H. pylori virulence, in vitro experiments and evaluation of the 
proteins antigenicity were performed. 
Phylogenetic reconstruction of homC gene revealed a geographic segregation, 
with three predominant groups, Western, East Asian/Amerindian and African. Eight 
allelic variants were identified, with geographic specificity regarding the most 
prevalent alleles. The results suggest that these variants may be involved in bacteria 
adaptation to the host and constitute markers of gastric pathology and of strain 
virulence. 
homD gene showed a lower genomic diversity. However, in the N-terminus of 
HomD a region with a variable number of KP motifs repeats (2-9 KP) was observed, 
with correlation between the lower number of KP motifs repeats (≤4 KP) and peptic 
ulcer disease and the largest number of repeats (≤7 KP) and gastritis. In silico 
analysis of HomD protein showed that this region exhibits a strong hidrophilicity and 
antigenicity and a high probability of being exposed to the bacterial surface. In 
support of these results, it was demonstrated that HomD protein is antigenic. 
In vitro experiments suggest that homC gene may be involved in H. pylori 
inflammatory response. 
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Overall, the results of this study suggest that homC gene is involved in the 
interaction between H. pylori and the host, contributing to bacterial virulence. homD 
gene appears to be an important H. pylori antigen, and because of its high global 
conservation likely constitutes a new therapeutic or vaccine target. 
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Capítulo I: Introdução 
 
1. CONSIDERAÇÕES GERAIS RELATIVAMENTE A Helicobacter pylori 
1.1. Breve História sobre a Descoberta de Helicobacter pylori 
A primeira referência a microrganismos actualmente identificados como 
Helicobacter começou antes da viragem do século XIX, com a descrição de 
“espiroquetas” na mucosa gástrica de animais, por Bizzozero em 1893, e por 
Salomon em 1896, no estômago de gatos e cães20,147. A primeira observação destes 
microrganismos no estômago humano foi feita em 1906 por Krienitz87. Desde essa 
data e até à década de oitenta, foram reportadas várias observações destes 
microrganismos em tecidos gástricos, de indivíduos post-mortem e de doentes com 
úlcera péptica e carcinoma gástrico44,59. No entanto, como a cultura da bactéria 
nunca tinha sido conseguida até à data, os microbiologistas assumiram que o 
estômago humano era um orgão estéril. No início de 1980, o gastrenterologista 
Barry Marshall e o seu colega patologista, Robert Warren, encontraram bactérias de 
forma espiralada em metade das biopsias obtidas de doentes atendidos nas 
consultas de rotina de gastrenterologia, e verificaram que a sua presença estava 
relacionada com a inflamação da mucosa167. As tentativas para a cultura da bactéria 
falharam inicialmente, e a primeira cultura bacteriana a partir de uma amostra 
gástrica foi conseguida acidentalmente, durante um feriado de Páscoa, quando as 
placas foram deixadas na incubadora durante um período de tempo mais longo. 
Estes resultados foram primeiramente publicados em 1983 na revista The Lancet, 
começando assim a era Helicobacter97,167. A bactéria foi inicialmente designada por 
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Campylobacter pyloridis e foi encontrada em todos os doentes com úlcera duodenal 
e na maioria dos doentes com úlcera gástrica, tendo sido sugerido que C. pyloridis 
seria um factor importante no desenvolvimento da doença ulcerosa péptica100. Na 
tentativa de preencher os postulados de Koch, Marshall ingeriu uma cultura de 
C. pyloridis desenvolvendo posteriormente uma gastrite aguda, e as biopsias obtidas 
por endoscopia mostraram a presença de uma bactéria com forma espiralada na sua 
mucosa inflamada, mostrando a relação entre a gastrite e a infecção por 
C. pyloridis99. Além disso, a sua situação clínica foi resolvida através de um 
tratamento com antibióticos. Em 1987, a nomenclatura do microrganismo foi revista 
para Campylobacter pylori e apenas em 1989 foi criado um novo género, 
Helicobacter, e o microrganismo foi então designado por Helicobacter pylori63,98. 
Em 2005, Robert Warren e Barry Marshall foram galardoados com o prémio Nobel 
da Fisiologia e Medicina pela descoberta de H. pylori e o seu papel na gastrite e 
úlcera péptica. 
 
1.2. Microbiologia de Helicobacter pylori 
1.2.1. Descrição do Género e Filogenia 
O género Helicobacter pertence à subdivisão Epsilon, filo Proteobacteria, ordem 
Campylobacterales e família Helicobacteraceae26,127. Até à data, o género 
Helicobacter é composto por mais de 20 espécies identificadas, com muitas outras à 
espera de reconhecimento formal58. Todos os membros do género Helicobacter são 
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microrganismos microaerófilos e na maioria dos casos são catalase e oxidase 
positiva, e muitas das espécies, mas nem todas, são urease positiva5. 
A colonização do estômago e do tracto intestinal por espécies de Helicobacter é 
ubiquitária no reino animal. Estas espécies podem ser subdivididas em duas 
linhagens, as espécies gástricas e as espécies entero-hepáticas (não gástricas) de 
Helicobacter. Ambos os grupos demonstram um grande nível de especificidade para 
determinados órgãos, por exemplo, as espécies gástricas de Helicobacter 
geralmente são incapazes de colonizar o intestino ou o fígado, e vice-versa152. 
H. pylori apresenta a característica única de colonizar o epitélio gástrico humano, 
e de outros primatas. Normalmente coloniza o antro (parte inferior), região do 
estômago onde há menor produção de ácido, mas também coloniza a região do 
corpo (parte central) em indivíduos hiposecretores (Figura 1). H. pylori sobrevive no 
estômago em condições de pH baixo (<5) produzindo abundantemente a enzima 
urease, que hidrolisa ureia em amoníaco e dióxido de carbono. O amoníaco 
tamponiza o pH do citosol e do periplasma, tal como o microambiente circundante à 
bactéria106. H. pylori está localizada abaixo da camada de muco, à superfície das 
células epiteliais, onde parte da população bacteriana pode estar aderida, no 
entanto, a grande maioria das bactérias é móvel, utilizando o pH do muco como 
orientação quimiotática148. 
Dados mais recentes sugerem que H. pylori pode invadir as células da mucosa 
gástrica e estar presente dentro das células epiteliais gástricas e das células 
imunitárias. Além disso, H. pylori pode colonizar novamente o ambiente extracelular 
após a eliminação com antibióticos da população extracelular, sugerindo que pode 
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ser considerada uma bactéria intracelular facultativa. Esta invasão pode ter um papel 





Figura 1: Anatomia do estômago do Homem e a localização de 
Helicobacter pylori (Adaptado de http://www.helico.com/). 
 
1.2.2. Características Morfológicas 
H. pylori é uma bactéria Gram negativa espiralada, não formadora de esporos, 
com um comprimento de 2,5 a 5 µm e largura de 0,5 a 1,0 µm, e possui cinco a sete 
flagelos unipolares com bainha e extremidades bulbares64. A morfologia espiralada e 
a presença de flagelos são essenciais para a colonização da mucosa gástrica48. 
In vitro, forma colónias pequenas, translúcidas e brilhantes. Em condições de stress 
físico e químico pode apresentar uma forma cocóide, não cultivável in vitro. Esta 
alteração morfológica também já foi observada em culturas envelhecidas152. A forma 
cocóide da bactéria consegue sobreviver durante vários anos em águas de rio e foi 
proposta como sendo um factor importante na transmissão, através da excreção 
fecal, e na falência da terapêutica5. 
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1.2.3. Características Fisiológicas 
H. pylori é uma bactéria microaerófila, que requer uma concentração de oxigénio 
reduzida (aproximadamente 5% de O2, 5-10% de CO2 e 85% de N2), tendo uma 
temperatura óptima de crescimento de 37ºC5. Apresenta forte actividade das 
enzimas urease, catalase e oxidase64. 
 
2. MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS DA INFECÇÃO POR Helicobacter pylori 
 H. pylori está etiologicamente associada a várias gastropatologias como gastrite 
crónica, úlcera péptica, e é considerada um factor de risco no carcinoma gástrico e 
linfoma de MALT (Mucosa Associated Lymphoid Tissue). Em 1994, H. pylori foi 
classificada como um carcinogénico de classe I pela Organização Mundial de Saúde 
em 1994. A infecção por H. pylori é normalmente adquirida na infância, e uma vez 
estabelecida no estômago, irá persistir durante toda a vida do hospedeiro, se não se 
proceder à sua erradicação com antibióticos135. É a cronicidade desta infecção que 
leva ao desenvolvimento da doença gástrica mais severa, tendo as manifestações 
clínicas uma maior expressão na idade adulta. 
Apesar de a maioria dos indivíduos com infecção crónica por H. pylori 
permanecerem assintomáticos, 10-20% irão desenvolver alterações significativas da 
mucosa gastroduodenal, particularmente a úlcera péptica (gástrica ou duodenal)135. 
A gastrite atrófica, o carcinoma gástrico e o linfoma de MALT constituem 
manifestações clínicas menos frequentes desta infecção (~1-3% dos indivíduos 
infectados)135 (Figura 2). 
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A maioria dos indivíduos infectados sintomáticos passa por um quadro clínico que 
envolve dores abdominais persistentes, dores epigástricas pós-prandiais, vómitos e 
indigestão. A análise histológica da biopsia gástrica destes doentes revela a 
presença de uma gastrite21. Em alguns casos, a infecção progride para doenças 
gástricas severas tais como úlcera duodenal, úlcera gástrica, atrofia gástrica e 
carcinoma gástrico. O padrão e a distribuição da gastrite estão fortemente 
relacionados com o risco de sequelas clínicas. É conhecido que doentes com uma 
secreção ácida elevada desenvolvem gastrite predominantemente no antro quando 
infectados com H. pylori, estando mais predispostos a desenvolver úlcera duodenal, 
enquanto os doentes com uma baixa produção de ácido apresentam gastrite 
predominantemente no corpo gástrico e têm mais propensão para desenvolver 
úlcera gástrica, atrofia gástrica, metaplasia intestinal e em última instância 
carcinoma gástrico12,43,101 (Figura 2). A carcinogénese gástrica deve ser considerada 
como uma doença multifactorial onde a infecção por H. pylori, os factores genéticos 
do hospedeiro e os factores ambientes desempenham um papel no seu 
desenvolvimento2. 
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Figura 2: Representação esquemática dos factores que contribuem para o 
desenvolvimento da doença pela infecção por Helicobacter pylori e possíveis 
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3. RESPOSTA IMUNITÁRIA DO HOSPEDEIRO À INFECÇÃO POR Helicobacter pylori 
A infecção por H. pylori persiste na mucosa gástrica do hospedeiro durante 
décadas, a menos que a bactéria seja erradicada. Durante a sua longa convivência 
com os seres humanos, H. pylori tem-se adaptado através de estratégias complexas 
para manter a inflamação do epitélio gástrico, ao limitar a extensão da resposta 
imunitária a fim de evitar a sua eliminação, mecanismos esses que incluem a 
redução do reconhecimento pelos sensores do sistema imunitário, regulação baixa 
das células do sistema imunitário e escape aos efectores imunitários. 
O sistema imune inato representa a "primeira linha de defesa" na resposta a 
patógenios. O reconhecimento de moléculas bacterianas é mediado pelos 
receptores Toll-Like (TLRs, Toll-Like Receptors), expressos nas células 
apresentadoras de antigénios (APCs, Antigen Presenting Cells). O contacto 
bacteriano com as APCs leva à secreção de citocinas pro-inflamatórias. De facto, a 
infecção por H. pylori tem sido associada a níveis de citocinas pro-inflamatórias 
elevadas, tais como factor de necrose tumoral α (TNF-α), interleucina-1β (IL-1β), IL-6 
e IL-837. Esta resposta imediata promove uma reacção inflamatória, caracterizada 
pela presença de células polimorfonucleares, e também promove lesões na mucosa 
devido à libertação de citocinas, de espécies reactivas de oxigénio e de óxido 
nítrico37. 
A colonização da mucosa gástrica por H. pylori é acompanhada por uma reacção 
imunológica local e sistémica, simultaneamente humoral e celular. H. pylori induz 
tanto a resposta imune humoral como a celular, que incluem a produção de 
anticorpos do tipo IgA, IgG e IgM36,140. 
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A gastrite crónica activa está associada a um aumento da proporção das células T 
CD4/CD8 na mucosa gástrica, devido à acumulação de linfócitos T auxiliares 
CD4+163. Além disso, os doentes infectados com H. pylori têm uma produção 
elevada de interferão γ (IFN-γ) pelas células T, que é consistente com a resposta do 
tipo Th1. De facto, na infecção por H. pylori, as células T da mucosa produzem 
níveis abundantes de citocinas pró-inflamatórias Th1: IL-12, IL-18 e TNF-α, e níveis 
baixos de citocinas Th2 (IL-4 e IL-10)163. Assim, a resposta imunitária à infecção por 
H. pylori contribui para a inflamação crónica e consequentes danos no epitélio 
gástrico e, ao mesmo tempo, não é completamente protectora, uma vez que a 
infecção persiste por toda a vida. Uma resposta Th1 mais robusta na mucosa, 
também tem sido associada com a progressão para uma gastrite atrófica e cancro 
gástrico71. Curiosamente, no linfoma MALT, são encontradas mais citocinas Th265. 
 
4. EPIDEMIOLOGIA E TRANSMISSÃO DA INFECÇÃO POR Helicobacter pylori 
A infecção por H. pylori é uma das infecções crónicas mais difundidas em todo o 
mundo, atingindo cerca de metade da população mundial23.O conhecimento actual 
sugere que a aquisição de H. pylori ocorre predominantemente na infância e está 
bem estabelecido o papel importante do contágio intrafamiliar. Os principais factores 
que colocam um indivíduo em risco de adquirir uma infecção por H. pylori incluem 
práticas sanitárias inadequadas, classe social baixa e condições de vida com grande 
densidade populacional. No entanto, outras variáveis, tais como área geográfica e 
idade estão também significativamente e independentemente associadas a um 
aumento da prevalência da infecção por H. pylori23. 
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A prevalência da infecção por H. pylori tem uma variação marcada entre países 
em desenvolvimento e desenvolvidos. Em países em desenvolvimento a taxa de 
infecção atinge quase 50% das crianças e mais de 90% dos adultos, enquanto nos 
países industrializados H. pylori infecta cerca de 20-50% dos adultos e 10% das 
crianças e tem vindo a diminuir ao longo do tempo16,104. Em Portugal, a prevalência 
da infecção por H. pylori está mais próxima da situação observada nos países em 
desenvolvimento, chegando aos 80% na população adulta e variando entre 
aproximadamente 20% em crianças com idade inferior a 5 anos e 50% em crianças 
com idades compreendidas entre 10 e 15 anos107,124,138. 
Vários estudos sugerem que a transmissão directa pessoa a pessoa é a via mais 
provável de aquisição da infecção, quer por via oral-oral, gástrica-oral ou 
fecal-oral23,62,84,144,170. A detecção de DNA de H. pylori no vómito, saliva, placa 
dentária, suco gástrico e fezes23,38,78,92 também suporta estas vias de transmissão, 
embora haja dificuldade em distinguir entre microrganismos viáveis e não viáveis, o 
que gera uma certa controvérsia na capacidade patogénica da bactéria nestes 
produtos biológicos. Foram também sugeridas outras vias de transmissão, tais como 
água e transmissão zoonótica17,45,68. Estudos recentes, têm demonstrado um estilo 
de vida alternativo de H. pylori com a formação de biofilmes, facilitando a 
sobrevivência da bactéria em situações de stress30,153. Foi sugerido o papel dos 
biofilmes de H. pylori como transmissores ambientais na distribuição de água, pois 
foi detectado DNA de H. pylori na água potável, águas subterrâneas, rios, nos 
sistemas de distribuição de água e sistemas de águas residuais 18,24,50,110,168. 
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5. DIVERSIDADE GENÉTICA 
Os primeiros genomas de H. pylori foram sequenciados em 1997 e 1999, sendo, 
até essa data, a primeira bactéria a ter dois genomas completamente sequenciados 
e comparados a partir de dois isolados independentes4,162. Hoje em dia, existem 25 
genomas completamente sequenciados e anotados15,41,55,57,66,81,96,117,160. 
H. pylori exibe uma das maiores variabilidades genómicas conhecidas entre as 
bactérias, e é tão diversificada que é quase impossível encontrar duas estirpes 
independentes com perfis genómicos idênticos. Esta diversidade acentuada traduz 
as alterações genómicas sofridas pela bactéria para uma adaptação constante a um 
hospedeiro durante toda a vida deste53,155. Além disso, a comparação de genomas 
de várias estirpes revelou que cerca de 10% dos genes são específicos de 
estirpe4,15,41,55,57,66,81,96,117,160. Muitos destes genes específicos de estirpe estão 
localizados em duas regiões denominadas zonas de plasticidade 1 e 2, e alguns 
deles são transcritos, sugerindo que são funcionais114. As zonas de plasticidade 
contêm várias sequências de inserção, bem como genes com homologia, ao nível da 
proteína, com algumas recombinases, integrases e topoisomerases. A sua presença 
implica eventos de recombinação, incluindo a transposição, promovendo diferenças 
no conteúdo e em rearranjos genómicos das estirpes. Além destas duas regiões, 
algumas estirpes de H. pylori possuem um ilhéu de patogenicidade cag (cag PAI), 
enquanto que outras não66. 
Existem vários mecanismos responsáveis pela diversidade genética de H. pylori, 
sendo os mais importantes a alta frequência de recombinação e a elevada taxa de 
mutação. A taxa de recombinação em H. pylori é mais elevada que a de qualquer 
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outro microrganismo caracterizado até à data53,155. A recombinação genética tem um 
papel importante na adaptação do microrganismo ao seu ambiente. No caso de 
H. pylori, a adaptação ao hospedeiro, durante a infecção de longo termo, parece 
resultar de uma troca genética entre estirpes em colonização mista74,80,85. H. pylori é 
naturalmente competente, permitindo a entrada de DNA exógeno, cromossomal ou 
plasmídico, de estirpes de H. pylori vizinhas seguida de eventos de recombinação 
para a integração do DNA estranho no cromossoma86. A alta frequência de 
recombinação e o pequeno tamanho dos fragmentos recombinantes (cerca de 417 
pb) resulta em genes com organização em mosaico53. Também já foi descrita a 
ocorrência de recombinação intragenómica em H. pylori, especialmente entre genes 
da grande família das proteínas da membrana externa (OMPs, Outer membrane 
protein), levando a uma variação na ausência de uma colonização mista6,136,151. 
A ocorrência de mutações pontuais é outro mecanismo que gera diversidade 
genética em H. pylori, envolvido por exemplo no desenvolvimento de resistência aos 
antibióticos102. É possível que a elevada taxa de mutações em H. pylori seja devida 
a uma relativa deficiência nos sistemas de reparação do DNA, uma vez que muitos 
destes sistemas parecem estar ausentes neste microrganismo86. 
Muitos dos genes identificados em H. pylori contêm sequências repetidas 
(repetições homopoliméricas ou dinucleótidos), tais como os genes que codificam 
OMPs, componentes envolvidos na síntese de lipopolissacarídeo e sistemas de 
restrição/modificação4,15,41,55,57,66,81,96,117,160,162. Estas sequências repetidas são locais 
preferenciais de ocorrência de mutações (hotspots) facilmente geradas pelo 
mecanismo de slipped strand mispairing durante a replicação do DNA. Este evento 
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constitui um mecanismo de regulação da expressão genética, alterando a 
funcionalidade dos genes ou afectando a actividade do promotor69. 
 
6. VARIAÇÃO GEOGRÁFICA 
As análises filogenéticas, com base na comparação de sequências de várias 
categorias de genes de H. pylori, mostram que existem alelos distintos de genes em 
diferentes regiões geográficas. Assumindo que a infecção por H. pylori se transmite 
de pessoa a pessoa, particularmente no seio familiar, é provável que a diversidade 
geográfica de estirpes de H. pylori tenha tido origem numa evolução de tempo 
durante longos períodos em regiões geográficas diferentes. Pensa-se que os 
diferentes alelos de H. pylori, encontrados em isolados de várias regiões, reflectem 
tanto a população original, que foi primeiramente introduzida numa área particular, 
como a selecção antigénica ou variantes funcionais com vantagens de crescimento 
e persistência numa determinada população hospedeira42,156. Um estudo de 
sequências de genes housekeeping e de genes associados à virulência de estirpes 
de H. pylori isoladas de diferentes regiões geográficas, mostrou que as estirpes da 
Ásia Oriental formavam um cluster, o mesmo se observando para as estirpes 
Africanas, enquanto as estirpes originárias da Europa, América e Austrália formavam 
um terceiro grupo mais heterogéneo1. 
Um outro estudo que incluiu mais de 500 estirpes de H. pylori isoladas dos cinco 
continentes, mostrou igualmente que os subtipos genéticos baseados na diversidade 
dos genes associados à virulência formavam clusters de acordo com a origem 
geográfica. Este estudo mostrou também um parentesco genético entre estirpes 
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isoladas de Ameríndios, população Índia da América do Sul, e estirpes isoladas de 
Espanhóis. Esta relação levou à sugestão de que os conquistadores Espanhóis, 
cerca de 500 anos atrás, trouxeram estirpes Europeias para a América do Sul82. A 
influência Europeia é também suportada por outros estudos, que demonstram a 
formação de clusters genómicos das sequências dos alelos do gene da adesina 
babA de estirpes isoladas de Espanhóis e Ameríndios do Perú8. No entanto, outro 
estudo mostrou que estirpes isoladas de Ameríndios da Amazónia Venezuelana 
tinham influência genética da Ásia Oriental. A acumulação de mutações nos “alelos 
Asiáticos” sugerem que H. pylori acompanhou o Homem quando os ancestrais dos 
actuais Ameríndios da América do Sul migraram da Ásia há mais de 11,000 anos 
atrás61. Da mesma maneira, outros autores utilizaram as subdivisões geográficas 
das estirpes de H. pylori para traçar ambas as migrações modernas e dos ancestrais 
do Homem. Baseados na reconstrução da história de H. pylori, sugeriram que as 
rotas de migração do Homem são complexas e que a infecção por H. pylori foi 
introduzida nas Américas pelas migrações da Ásia dos ancestrais do Homem e 
pelas migrações modernas da África e da Europa54. No entanto, a origem das 
estirpes de H. pylori dos Ameríndios da América do Sul ainda é controversa171. 
Apesar da frequente taxa de recombinação, as espécies de H. pylori podem ser 
divididas em seis populações com distribuições geográficas distintas, baseadas nas 
diferenças de sequências de sete genes housekeeping (Figura 3). Estas populações 
são designadas por hpEurope, que é comum na Europa e em países colonizados 
por Europeus; hpAfrica1, composta pelas subpopulações hspWAfrica (África 
Ocidental, África do Sul e Américas) e hspSAfrica (África do Sul); hpEastAsian, 
constituída pelas subpopulações hspMaori (Polinésios, Melanésios e Nativos 
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Tailandeses), hspAmerind (Índios Americanos) e hspEAsia (Ásia Oriental); 
hpNEAfrica (África do Norte); hpAfrica2, que representa uma população da África do 
Sul muito distinta; e hpAsia2, que está localizada na Ásia do Sul e Central91,157. Mais 
recentemente, foi identificada a população hpSahul que é específica de Aborígenes 
da Austrália e de povos de tribos da Nova Guiné108,175. Estas populações modernas 
são o resultado de dezenas de milhares de anos de vivência entre o Homem e 























Figura 3: Populações de Helicobacter pylori e a sua distribuição em todo o 
mundo. A, Árvore filogenética das populações e subpopulações de 
Helicobacter pylori, os diâmetros dos círculos representam a diversidade genética 
dentro de cada população e os ângulos dos arcos preenchidos são proporcionais ao 
número de isolados. B, Distribuição de nove populações e subpopulações entre 769 
estirpes estudadas. (Adaptado de 91,157.) 
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Todos estes estudos mostram que as estirpes de H. pylori de diferentes regiões 
geográficas apresentam características diferentes e únicas, que levam à sua 
diferenciação filogenética de acordo com o seu historial genético, no entanto, a data 
da associação entre esta bactéria e o Homem é um assunto ainda por elucidar. 
Recentemente, foi demonstrado que em paralelo com o Homem, a infecção por 
H. pylori disseminou-se do Este Africano há cerca de 58,000 anos atrás. Estes 
resultados mostram que o Homem anatomicamente moderno já se encontrava 
infectado com H. pylori antes das migrações de África e demonstram que desde 
então H. pylori tem permanecido intimamente associada às populações 
hospedeiras91. 
 
7. VIRULÊNCIA DE Helicobacter pylori 
H. pylori infecta cronicamente a mucosa gástrica humana e esta cronicidade vai 
contribuir para o desenvolvimento da doença. Portanto, os factores que contribuem 
para colonização e persistência da bactéria estão inerentemente relacionados com a 
virulência de H. pylori. Após a entrada na mucosa gástrica, H. pylori tem que 
sobreviver no meio ácido e atravessar a camada de muco para alcançar o seu nicho 
ecológico, as células epiteliais gástricas. A resistência ao ácido, a quimiotaxia, a 
motilidade e a adesão são assim processos fundamentais para a colonização das 
células epiteliais gástricas. Neste contexto, a enzima urease, envolvida na 
resistência ao ácido, os flagelos, que conferem motilidade à bactéria, e as adesinas 
que permitem à bactéria aderir às células alvo podem ser considerados factores 
ubiquitários na persistência da infecção, e importantes na virulência29. 
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7.1. Factores de Virulência 
Os principais marcadores de virulência de H. pylori incluem, até à data, o ilhéu de 
patogenicidade cag, a citocina vacuolizante VacA e algumas proteínas da membrana 
externa (babA, sabA, etc.) 
 
7.1.1. Ilhéu de Patogenicidade cag 
O ilhéu de patogenicidade cag (cag PAI) é uma região de ~40 kb que contém 31 
genes que codificam uma série de proteínas implicadas na virulência das estirpes de 
H. pylori27. O conteúdo em G+C do cag PAI (35%) difere do resto do genoma de 
H. pylori (39%), sugerindo que foi adquirido horizontalmente1,4. Este ilhéu de 
patogenicidade está integrado no gene da glutamato racemase e flanqueado por 
sequências repetidas de 31 pb27. O ilhéu cag PAI pode ser encontrado como uma 
unidade não interrompida ou dividida em duas unidades quer por uma sequência de 
inserção IS605 ou por um grande fragmento de DNA cromossomal, e em alguns 
casos, está total ou parcialmente suprimido13,27,94. Nesta região está localizado o 
gene cagA, que codifica para a proteína CagA, que é normalmente usado como 
marcador do ilhéu de patogenicidade completo, apesar de a sua presença não 
indicar um ilhéu funcional73,146. Este gene está presente em 50-70% das estirpes 
isoladas em países Ocidentais e em 90% das estirpes isoladas na Ásia Oriental, e 
foi estatisticamente associado com a úlcera duodenal e o cancro 
gástrico67,93,113,126,130,131,165. 
Além da proteína CagA, o ilhéu de patogenicidade codifica para componentes do 
sistema de secreção do tipo IV (SST4) envolvidos na injecção de moléculas 
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bacterianas, como a própria proteína CagA e o peptidoglicano, para o interior das 
células do hospedeiro7,28,31,56,149 (Figura 5). Através deste sistema, a proteína CagA 
é translocada para o interior das células gástricas humanas onde sofre fosforilação 
dos resíduos de tirosina, em sequências repetidas específicas (motivos EPIYA), por 
cinases do hospedeiro115,143,154. A proteína CagA fosforilada vai interagir com uma 
série de moléculas envolvidas nas vias de sinalização das células do hospedeiro, 
como a tirosina fosfatase SHP-2, resultando em alterações morfológicas nas células 
epiteliais e proliferação celular70,150,176. A interacção entre o SST4 e a célula 
hospedeira resulta também na indução de citocinas pro-inflamatórias na mucosa 
gástrica105,109,149. A interleucina-8 (IL-8) é a principal citocina envolvida na resposta 
inflamatória, sendo responsável pela infiltração de neutrófilos no local de 
infecção21,37. A secreção de IL-8 induzida pela bactéria H. pylori é dependente da 
activação do factor nuclear kB (NF-kB), um factor de transcrição localizado no 
citoplasma, e de moléculas de sinalização celular, a cinase MAP (Mitogen Activated 
Protein) e a proteína activadora 1. Além da proteína CagA, o SST4 também injecta 
componentes do peptidoglicano de H. pylori nas células hospedeiras através de 
vesículas na membrana externa, onde são reconhecidos pelo receptor NOD1 
(Nucleotide-binding Oligomerization Domain-containing Protein 1)109,166 (Figura 5). 
Os níveis de IL-8 estão relacionados directamente com a severidade da gastrite. 
Assim, a presença do cag PAI funcional nas estirpes de H. pylori aumenta a 
expressão in vivo de IL-8 na mucosa e este incremento está directamente 
relacionado com uma resposta inflamatória mais severa induzida por estas estirpes, 
resultando num quadro clínico mais grave (doença ulcerosa péptica)133. 
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7.1.2. VacA 
O gene vacA (vacuolating cytotoxin) de H. pylori que codifica para a proteína 
VacA, uma citotoxina vacuolizante, é considerado um importante factor de virulência 
em H. pylori, sendo mais prevalente nas estirpes isoladas de úlcera péptica e 
carcinoma gástrico35. 
A citotoxina (protoxina) apresenta um peso molecular de 88kDa e é constituída 
por dois domínios, p33 e p55, que são clivados após a secreção da toxina pela 
bactéria159 (Figura 4). O domínio p55 medeia a ligação às células do hospedeiro, 
enquanto o domínio p33, em conjunto com o terminal-N do domínio p55, é 
responsável pela vacuolização quando expresso no citoplasma das células39. A 
toxina pode formar oligómeros que em condições ácidas são reduzidos a 
monómeros, permitindo que a toxina seja inserida nas camadas lipídicas formando 
canais iónicos34,158. Vários efeitos celulares têm sido descritos para a proteína VacA, 
quer nas células epiteliais e quer em células do sistema imunitário32 (Figura 5). 
O gene vacA está presente em todas as estirpes de H. pylori embora apresente 
diferentes níveis de expressão e toxicidade33. Apresenta uma estrutura em mosaico, 
resultante da diversidade alélica observada em três regiões distintas do gene: a 
região sinal (s) (alelos do tipo s1a, s1b, s1c ou s2), a região média (m) (alelos do tipo 
m1 ou m2), e uma região intermédia (i) (alelos do tipo i1 ou i2)10,141 (Figura 4). As 
estirpes com o alelo s1 produzem uma citotoxina completamente activa enquanto as 
estirpes com o alelo s2 produzem a toxina não activa devido à presença de uma 
extensão hidrofílica no terminal-N que bloqueia as actividades de vacuolização e 
formação de poros90 (Figura 5). A região média do gene vacA está envolvida na 
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ligação às células alvo, e as estirpes do alelo m2 têm acção vacuolizante em menos 
tipos linhas celulares comparando com as estirpes do alelo m1129. As estirpes que 
possuem o gene vacA do tipo s1/m1 têm revelado uma acção citotóxica reforçada 
quando comparadas com os tipos s1/m2 e s2/m2, e estão epidemiologicamente 
associadas à doença ulcerosa péptica e ao carcinoma gástrico11,165. A região 
intermédia do gene foi também relacionada como sendo um determinante importante 
na acção citotóxica de H. pylori141. As estirpes do tipo i1 têm uma acção vacuolizante 





















Figura 4 : Estrutura e diversidade alélica do gene vacA de Helicobacter pylori: 









































Figura 5: Caracterização de factores de virulência de Helicobacter pylori e os 
seus principais efeitos nas células hospedeiras. (Adaptado de 142.) 
 
7.2. Proteínas da membrana externa 
As proteínas de superfície bacterianas medeiam interacções importantes entre o 
patogénio e o hospedeiro e são essenciais para a colonização, adesão, 
sobrevivência e virulência dos patogénios. Podem estar envolvidas no transporte de 
moléculas através da membrana bacteriana, na aderência ao tecido do hospedeiro, 
e no escape à resposta imunitária do hospedeiro3. 
A análise das sequências do genoma das estirpes de referência 26695 e J99 
revelou a presença de uma grande família de genes que codificam para proteínas da 
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membrana externa (OMPs, Outer Membrane Proteins) de H. pylori que representam 
cerca de 4% das regiões codificantes de cada estirpe4,162. Foram identificadas cinco 
famílias de genes parólogos de OMPs, contendo entre 3 e 33 membros que variam 
em tamanho entre 27 e 135kDa (família 1, Hop e Hor; família 2, Hof; família 3, Hom; 

























































































Figura 6: Análise filogenética das cinco famílias de parólogos da estirpe de 
referência J99. As sequências foram obtidas da base de dados NCBI e a árvore 
filogenética foi criada pelo programa MEGASoftware 4.0.2 utilizando o teste de 
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filogenia Bootstrap Neighbor Joining Tree com 1000 réplicas e modelo Kimura 
2-parameter. O valor do índice de comprimento dos ramos está representado na 
árvore. 
 
Dentro da grande família das OMPs de H. pylori (família 1), existem 21 membros 
que contêm os terminais N e C conservados e são denominados por proteínas Hop. 
Os outros 11 membros não contêm o terminal-N e, portanto, constituem a 
sub-família chamada Hor3. Na família 1, as regiões altamente conservadas podem 
ter estruturas e funções similares, tais como a integração das proteínas na 
membrana externa ou interacções proteína-proteína com outros membros da família. 
Por outro lado, a sequência do domínio variável que difere entre os membros da 
família das OMPs pode codificar funções únicas, como a capacidade de agir como 
adesinas ou porinas3. Alguns membros da grande família, HopA a HopE, 
apresentam homologia na sequência do terminal-N e foi demonstrado que 
funcionam como porinas51, e dois destes membros, HopB (AlpB) e HopC (AlpA), 
estão também envolvidos na adesão às células epiteliais gástricas116. Outras OMPs 
foram também identificadas como adesinas BabA (HopS), SabA (HopP), HopZ e 
OipA (HopH)46,72,95,132. 
A família 2, família Hof, contém oito membros exibindo um elevado nível de 
similaridade nos aminoácidos (> 95%)3. Ainda não é conhecida nenhuma função dos 
membros desta família. 
Na família 3, família Hom, existem três membros na estirpe de 26695 (HomA, 
HomC e HomD), enquanto a estirpe J99 contém um membro adicional, HomB. 
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Todos estes membros apresentam os terminais C e N conservados, enquanto que o 
domínio central da molécula tem uma variabilidade significativa. O membro 
específico da estirpe J99 desta família de parólogos, JHP870 (HomB), é 90% 
idêntico a JHP649 (HomA), onde todas as diferenças se restringem ao domínio 
central (resíduos 147-344), sugerindo que a presença do gene homB pode ter 
resultado de uma duplicação do gene relativamente recente. O locus ocupado pelo 
gene homB no genoma da estirpe J99 é ocupado por uma região intergénica no 
genoma da estirpe 26695, sendo os genes flanqueantes ortólogos. Curiosamente, a 
região intergénica contém uma zona de 219 nucleótidos que é 96,8% semelhante ao 
gene jhp0870. A presença deste fragmento de DNA na estirpe 26695, nesta 
localização genómica, sugere que o ortólogo do gene jhp0870 já terá existido nesta 
estirpe3. Estudos recentes sugerem que o gene homB constitui um novo factor de 
virulência de H. pylori, dado à sua associação com a doença ulcerosa péptica, 
enquanto que o gene homA, foi correlacionado com a gastrite não ulcerosa118,121,123. 
No entanto, outro estudo sugere que o genótipo homB pode constituir um marcador 
para distinguir o cancro gástrico da úlcera duodenal77. Foi também demonstrado que 
a proteína HomB é antigénica e está implicada na activação da secreção de IL-8 
in vitro. Ensaios de adesão in vitro sugerem também que a proteína HomB está 
envolvida na adesão de H. pylori às células epiteliais gástricas118. Os genes homC e 
homD ainda não foram alvo de estudo. 
A quarta família (FecA e FrpB) mostra homologia com OMPs de outras bactérias 
envolvidas na regulação do ferro, e inclui duas subfamílias com três membros cada, 
as proteínas FecA-like e as proteínas FrpB-like, devido à sua semelhança com o 
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receptor de citrato férrico de Escherichia coli e com a principal OMP reguladora de 
ferro nas espécies de Neisseria, respectivamente3. 
Ambas as estirpes 26695 e J99, contêm três membros HefA, HefD e HefG, 
homólogos a genes que codificam para sistemas de efluxo, que pertencem à família 
5 e são altamente conservados, partilhando uma identidade ao nível da proteína 
superior a 92%3,19. 
As OMPs das bactérias Gram negativas medeiam a interacção com o ambiente 
circundante. Assim, a variabilidade na expressão destas proteínas que conduzam a 
alterações na composição das proteínas ao nível da membrana externa da bactéria 
pode desempenhar um papel na colonização e persistência da infecção por H. pylori 
e, por consequência, na gravidade da doença associada. Têm sido identificados em 
H. pylori vários mecanismos para gerar diversidade ao nível da expressão das 
OMPs, que incluem: duplicação de genes, regulação por variação de fase, 
diversidade alélica e presença de genes específicos de estirpe que codificam para 
OMPs. 
 
7.2.1. Duplicação de genes 
A análise das sequências de diversas OMPs revelou que alguns genes hop 
apresentam duas cópias no mesmo genoma. Ambas as estirpes de referência 26695 
e J99 contêm três pares de genes hop duplicados: hopJ/hopK, hopM/hopN e 
hopS (babA)/hopT (babB), que também estão presentes na grande maioria das 
estirpes clínicas3,72. A presença de genes hop duplicados pode indicar processos 
evolutivos em curso onde os genes duplicam, por recombinação intragenómica, e 
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que depois acumulam mutações para divergirem gradualmente em genes que 
codificam novas proteínas Hop funcionalmente distintas. Este processo é 
provavelmente similar ao processo que gerou a família Hop inteira. Além disso, foi 
sugerido que a duplicação de genes hop representa uma forma de regulação da 
expressão de proteínas para a adaptação às mudanças na inflamação e na resposta 
do hospedeiro3,151. 
A família hom também é constituída por um par de duplicados, os genes homA e 
homB, e a análise de sequências destes genes mostrou que podem estar presentes 
em cópia única ou duas cópias no mesmo genoma. Foi também mostrada 
diversidade ao nível da localização genómica e do número de cópias destes genes, 
entre estirpes de origem Ocidental e Oriental, sugerindo uma adaptação ao 
hospedeiro com características diferentes de genética populacional. E ainda a 
observação de duas cópias do gene homB no mesmo genoma foi mais prevalente 
em estirpes isoladas de doentes com úlcera péptica do que com gastrite, sugerindo 
que a duplicação não é um fenómeno aleatório mas uma vantagem biológica, 
podendo facilitar a expressão elevada de uma proteína particular para a adaptação 
ao hospedeiro118. 
 
7.2.2. Regulação por variação de fase 
Alguns dos genes hop, tais como, babB, sabA, sabB, hopZ e oipA, contêm 
repetições de dinucleótidos CT na região 5' e são possivelmente regulados por 
variação de fase14,95,132,173. Durante a replicação do DNA, na zona das repetições 
pode ocorrer um mispairing das bases complementares, o que leva a uma 
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“derrapagem” da polimerase na cadeia resultando na adição ou delecção de 
unidades de CT. A mudança do número de repetições pode resultar na adição ou 
remoção prematura de codões STOP, e, portanto, na mudança de fase on/off 
alterando a expressão da proteína69. A geração de diversidade por variação de fase 
na estrutura à superfície da membrana é uma característica comum em várias 
espécies bacterianas e tem mostrado contribuir para a variação antigénica e 
virulência durante a infecção164. 
 
7.2.3. Variação alélica 
Vários genes de H. pylori que codificam para OMPs apresentam variação alélica, 
como é o caso de babA, babB, hopQ, hopZ, homA e homB25,120,132,137. Em todos 
estes casos, é observado um perfil conservado de segmentação do gene, com a 
região variável localizada na região média do gene, e com a existência de pelo 
menos duas variantes alélicas altamente conservadas. Por exemplo, duas famílias 
distintas de alelos do gene hopQ foram encontradas e designadas por tipo I ou tipo 
II. O alelo hopQ tipo I é significativamente mais frequente nas estirpes com genótipo 
virulento (cag PAI+/vacAs1) isoladas de doentes com úlcera do que nas estirpes 
cag PAI-/vacAs2 isoladas de doentes sem doença ulcerosa, embora a função 
específica da proteína HopQ seja desconhecida. Com base nesses resultados, os 
alelos hopQ podem ser indicadores úteis para identificar estirpes de H. pylori 
ulcerogénicas25. No caso dos genes babA e babB, foram descritas cinco e três 
variantes alélicas diferentes, respectivamente, no entanto, nenhuma destas 
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variantes foi relacionada com o genótipo virulento ou com a capacidade da estirpe 
para se ligar ao seu receptor específico137. 
Do mesmo modo, também para os genes homA e homB foram descritas cinco e 
três variantes alélicas, respectivamente, não havendo, no entanto, associação com a 
função putativa destas proteínas. Pode assim especular-se que a variação alélica 
nestas OMPs pode contribuir para a diversidade antigénica120. 
 
7.2.4. Presença de genes específicos de estirpe que codificam para proteínas 
da membrana externa 
Algumas estirpes de H. pylori contêm genes específicos de estirpe que codificam 
para OMPs, tais como, hopU e homB, fenómeno esse que pode reflectir uma 
vantagem adaptativa durante a evolução da interação entre o patogénio e 
hospedeiro3. 
 
7.3. Adesão de Helicobacter pylori às células epiteliais gástricas 
No estômago humano, a grande maioria da população bacteriana de H. pylori é 
encontrada na camada de muco, que protege as células epiteliais da acidez do 
lúmen do estômago. Apenas uma parte desta população é encontrada aderida à 
superfície das células epiteliais. Contudo, a adesão ao epitélio gástrico é 
considerado um factor importante na capacidade de H. pylori colonizar e causar 
doença. A ligação às células hospedeiras facilita: 1) a colonização, impedindo que 
as bactérias sejam eliminadas do estômago pelos movimentos gástricos 
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peristálticos, 2) a injecção eficiente de proteínas tóxicas da bactéria para a célula 
hospedeira, tais como CagA e VacA, e 3) o ganho de nutrientes que são libertados 
das células que são danificadas pela inflamação. Assim, as bactérias com melhores 
propriedades de aderência conseguem colonizar o hospedeiro com densidades 
populacionais mais elevadas. No entanto, a adesão pode ser perigosa para H. pylori, 
uma vez que também estimula a resposta imunitária do hospedeiro e expõe a 
bactéria a níveis elevados de compostos bactericidas139,172. Assim, a regulação da 
adesão à célula hospedeira é necessária para a sobrevivência de H. pylori na 
mucosa gástrica. 
H. pylori expressa múltiplas adesinas diferentes, no entanto, até à data, as 
adesinas melhores caracterizadas de H. pylori são a adesina babA (Blood group 
Antigen-Binding Adesin) (Figura 5), que medeia a ligação aos antigénios do grupo 
sanguíneo, nomeadamente os antigénios ABO e Lewisb, e a adesina sabA (Sialic 
Acid-Binding Adhesin), que se liga às glicoproteínas sialil-Lewisx e sialil-Lewisy, que 




Vários estudos sugerem que a adesão de H. pylori ao epitélio gástrico humano é 
mediada por ligação de BabA aos antigénios do grupo sanguíneo, mais 
especificamente, dos tipos H1 e Lewisb 22,52. Os indivíduos com grupos sanguíneos 
A e B têm menos antigénios do tipo Lewisb disponíveis que os indivíduos com grupo 
sanguíneo O, o que pode explicar a razão pela qual os indivíduos com grupo 
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sanguíneo O são mais susceptíveis ao desenvolvimento de úlcera péptica que os 
indivíduos com grupos sanguíneos A e B22.  
A análise do gene babA, mostrou a presença de duas variantes alélicas, alelos 
babA1 e babA2, que são idênticas excepto numa inserção de 10 pb, que codifica um 
codão de iniciação da tradução, e que está presente no alelo babA2 e ausente no 
babA1. A delecção do alelo babA2 resulta numa perda de capacidade de ligação aos 
antigénios de Lewisb, enquanto que a delecção do alelo babA1 não tem qualquer 
efeito. Este resultado sugere que o alelo babA2 codifica a capacidade de adesão 
aos antigénios de Lewisb 72. Vários estudos indicam que o alelo babA2 tem 
relevância clínica, devido à sua associação com a úlcera péptica e com o 
desenvolvimento de cancro gástrico60,122,125,126. 
A comparação de sequências mostrou que o gene babA (hopS) tem um gene com 
88% de similaridade, denominado por babB (hopT)3. A elevada similaridade entre 
estes e outros membros da família das OMPs de H. pylori pode torná-los sujeitos a 
recombinação homóloga. Na verdade, foi demonstrado em estirpes isoladas de 
doentes dos EUA e do Japão, a presença de sequências quimeras babA/babB em 
fase de leitura, sugerindo a ocorrência de fenómenos de recombinação entre estes 
dois loci136. Recentemente, foi mostrada que a perda de expressão do gene babA 
pode ocorrer ou por eventos de recombinação, em que o gene babA estava ausente 
e substituído por uma segunda cópia do gene babB, ou por uma alteração no 
número de repetições CT na região 5' do gene babA, resultando numa variação de 
fase ou numa perda expressão do gene. A ausência do gene babA e a duplicação 
de babB foi também observada em estirpes clínicas de H. pylori. Conjuntamente, 
estes resultados sugerem que os mecanismos de variação de fase on/off e 
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duplicação de genes por eventos de recombinação entre os genes babA e babB, 
fornecem à bactéria a capacidade de alternar entre os fenótipos aderente e 




A segunda adesina de H. pylori melhor caracterizada é sabA que medeia a 
ligação aos antigénios associados à inflamação, sialil-Lewisx e sialil-Lewisy 95. Na 
verdade, a inflamação do tecido gástrico e as alterações malignas promovem a 
síntese de glicoconjugados sialisados, que são raras no estômago de indivíduos 
saudáveis95,145. Deste modo, foram encontrados níveis elevados de glicoconjugados 
sialisados em doentes infectados por H. pylori, que diminuiram após a erradicação 
da infecção e tratamento da gastrite. Portanto, um carbohidrato sialisado que é 
usado para sinalizar a infecção e a inflamação e para orientar as respostas de 
defesa imunitária, é também usado como um receptor na adesão do patogénio128. 
Nas estirpes de referência 26695 e J99, o gene sabA apresenta homologia com 
com o gene sabB (hopO), para o qual ainda não foi atribuída nenhuma função3,95. 
Ambos os genes sabA e sabB contêm repetições de dinucleótidos CT na região 5' e 
que pode ser regulada por variação de fase95. Este facto reforça a hipótese das 
propriedades flexíveis de aderência de H. pylori, em resposta às mudanças 
ambientais. Foi avaliado o status funcional dos genes sabA e sabB como 
marcadores putativos da doença gástrica, e o status “off” de ambos os genes foi 
associado à úlcera péptica em diversas populações40,174. Uma explicação para isto 
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pode ser o facto de as bactérias sofrerem variação de fase e mudar para o status 
"off" nos locais de inflamação vigorosa, não havendo ligação aos antigénios 
sialil-Lewisx, a fim de escaparem às células de defesa imunitária. Por outro lado, o 
status “on” do gene sabA foi associado ao cancro gástrico e à metaplasia intestinal, 
sugerindo que pode haver uma relação entre o gene sabA e os receptores 
expressos por este estado do epitélio alterado174. 
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Capítulo II: Objectivos 
 
A infecção por H. pylori é uma das infecções crónicas mais difundidas em todo o 
mundo, atingindo cerca de metade da população mundial23. Embora na maioria dos 
casos a infecção seja assintomática, a sua associação etiológica com a gastrite, 
úlcera péptica (gástrica e duodenal) e carcinoma gástrico está bem documentada e 
é universalmente aceite12,21,43,101. 
Diferentes factores, inerentes ao hospedeiro, ao ambiente e à própria bactéria 
actuam no determinismo da patogénese gastroduodenal. As proteínas de superfície, 
nomeadamente as OMPs, estão envolvidas na relação entre H. pylori e a mucosa 
gástrica humana, contribuindo para a colonização e persistência da infecção. 
Diversas OMPs de H. pylori foram já estudadas, tendo sido identificadas como 
envolvidas na adesão da bactéria às células epiteliais gástricas, funcionando como 
porinas, ou ainda estando implicadas na variabilidade antigénica46,51,72,95,116,118,120,132. 
Os genes homC e homD, pertencentes à família hom3, codificam para OMPs e 
constituem objecto de estudo do presente trabalho. Este trabalho teve como 
objectivo o estudo da diversidade e evolução destes genes, e o esclarecimento do 
seu papel na virulência de H. pylori. Para tal foi realizada a avaliação da 
variabilidade genética dos genes homC e homD, bem como a análise filogenética e 
evolutiva destes genes, numa amostra de estirpes clínicas de H. pylori, isoladas de 
biopsias gástricas de doentes de diferentes regiões geográficas apresentando 
diversas patologias gástricas, nomeadamente, gastrite, úlcera péptica e cancro 
gástrico. Foram também avaliadas as propriedades antigénicas das proteínas HomC 
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e HomD, a sua contribuição para as caraterísticas pro-inflamatórias de H. pylori bem 
como o seu envolvimento na adesão de H. pylori à mucosa gástrica. 
Materiais e Métodos 
Rita Cordeiro                                                                                                                                                       - 35 - 
Capítulo III: Materiais e Métodos 
 
1. ESTIRPES DE Helicobacter pylori E MATERIAL GENÓMICO 
Foram estudadas 164 estirpes clínicas de H. pylori isoladas de biopsias gástricas 
de doentes de origem Ocidental, Oriental e Africana apresentando patologia 
gastroduodenal diversa (gastrite, G), doença ulcerosa péptica (UP) gástrica ou 
duodenal, e cancro gástrico (C)) (Tabela 1). As estirpes de H. pylori foram isoladas 
de doentes de Portugal, França, Alemanha, Suécia, Japão e Coreia do Sul, e 
pertencem à colecção de estirpes bacterianas da Unidade de 
Campylobacter/Helicobacter do Departamento de Doenças Infecciosas (DDI) do 
Instituto Nacional de Saúde Dr. Ricardo Jorge (INSA). Foi também utilizado o 
material genómico de estirpes de H. pylori do Brasil, Colômbia, Estados Unidos da 
América (EUA) e Burquina-Faso (gentilmente cedido por Doutor Yoshio Yamaoka, 
Department of Medicine, Michael E. DeBakey Veterans Affairs Medical Center and 
Baylor College of Medicine, Houston, Texas, EUA). 
Foram ainda utilizadas três estirpes de referência de H. pylori, as estirpes 26695 
(ATCC 700392), J99 (ATCC 700824) e HPAG1, cujos genomas já se encontram 
sequenciados, como controlos das reacções de amplificação4,117,162. 
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Tabela 1: Distribuição das estirpes clínicas de Helicobacter pylori (n=164) em 
estudo de acordo com a região geográfica, patologia, sexo e idade dos doentes. 













G 9 50,0 58,6±11,9 UP 5 
Total 14 
Suécia 
G 7 58,8 66,6±11,2 UP 8 
Total 15 
França G 1 N.D. N.D. UP 1 
Total 2 








G 6 57,9 50,0±12,7 UP 1 
Total 7 
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Continuação tabela 1. 




Média idade ± SD 
(anos) 
Países da Ásia Oriental 
Japão 
G 10 
57,9 44,3±12,7 UP 19 
C 1 
Total 30 
Coreia do Sul 
G 17 
76,1 44,7±9,9 UP 11 
C 1 
Total 29 
País da África Ocidental 
Burquina-Faso UP 10 N.D. N.D. 
Nº, número; 
SD, Desvio padrão; 
G, gastrite; UP, úlcera péptica; C, cancro gástrico; 
N.D., Não disponível. 
 
1.1. Cultura das estirpes de Helicobacter pylori 
As estirpes de H. pylori conservadas a -80ºC em meio TSB com glicerol, foram 
semeadas em meio HP selectivo e não selectivo (Biogerm, Maia, Portugal), e 
incubadas a 37ºC numa atmosfera de microaerófilia (5% de O2; 10% de CO2; 85% 
de N2), durante 48 horas. Uma placa de cultura foi utilizada para extracção de DNA e 
a outra para recongelar a estirpe de modo a repor a colecção de bactérias (Anexo I). 
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1.2. Extracção de DNA genómico 
A extracção de DNA genómico foi realizada utilizando o kit comercial QIAamp® 
DNA Mini (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha), de acordo com as instruções do 
fabricante (Anexo II). 
 
2. AVALIAÇÃO DA DIVERSIDADE GENÓMICA DOS GENES homC E homD NA AMOSTRA 
DE ESTIRPES EM ESTUDO 
Para o estudo da diversidade genómica dos genes homC e homD, na amostra em 
estudo, foram identificados os loci de cada gene alvo, por análise dos genomas de 
estirpes sequenciadas (Tabela 4), e desenhados oligonucleótidos iniciadores 
(doravante designados por primers) nas respectivas regiões genómicas flaqueantes 
(Tabela 2) e no interior dos genes (Tabela 3). Todos os primers descritos neste 
trabalho foram desenhados com recurso ao software Web Primer3 
(http://www.broad.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3_www.cgi). Procedeu-se depois à 
amplificação e sequenciação de cada locus, pelas técnicas de PCR e sequenciação. 
A reacção de amplificação foi realizada num volume final de 25µl contendo: 1µl de 
DNA, Tampão 1X, 2,8mM de MgCl2, 200µM de cada dNTP (Roche Diagnostics 
GmbH, Mannheim, Alemanha), 0,5µM de cada primer, 1U de Bio-X-ActTM Long DNA 
Polimerase (Bioline Ltd, Londres, Reino Unido), e água destilada estéril. Em cada 
ensaio usou-se um controlo negativo constituído por água destilada estéril, e como 
controlos positivos o DNA de três estirpes de referência 26695, J99 e HPAG1. A 
reacção de amplificação consistiu num ciclo inicial de 5min a 95ºC e 1min a 58ºC, 
seguido de 35 ciclos constituídos por uma extensão de 3min a 68ºC, uma 
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desnaturação a 95ºC durante 30s e uma hibridação dos primers a 58ºC durante 30s, 
com um ciclo de extensão final de 10min a 68ºC, realizada num Termociclador 
GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems Inc., Foster City, EUA). 
 
Tabela 2: Primers utilizados para amplificar os loci homC e homD. 
Região Genómica Primer Sequência (5’→ 3’) Tm (ºC) 
homC 
homCF1 CAAACAATACCGCAATTTCTC 52,7 
homCR1 TCGCATCCCGTTAGATATGG 57,5 
homD 
homDF1 CTCACCCGCCCTTATGAAAC 60,2 
homDR1 CCCtTAGAAAATCCACCC 54,9 
 
Os produtos de amplificação foram detectados por electroforese em gel de 
agarose de 1% corado com GelRedTM (Biotium Inc., Hayward, EUA), em tampão de 
corrida TBE 0,5X (Anexo III). Os produtos esperados variam entre cerca de 2305 e 
2528pb para o locus homC e entre 2508 e 2526pb para o locus homD. Foi utilizado 
como marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder com fragmentos de DNA de 
500pb a 12Kb (Invitrogen S.A, Barcelona, Espanha) (Anexo IV). 
Os produtos de amplificação foram purificados com o kit JETQUICK PCR 
Purification Spin (Genomed GmbH, Löhne, Alemanha), segundo instruções do 
fabricante (Anexo V). Estes produtos purificados foram sujeitos a sequenciação 
enzimática utilizando o Big Dye® Terminator (Applied Biosystems Inc.) e o 
Sequenciador automático Genetic Analyser Abi-Prism 3130 xl (Applied Biosystems 
Inc.). A reacção de sequenciação foi realizada num volume final de 10µl contendo: 
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2µl de Big Dye® V1.1 (Applied Biosystems Inc.), 0,5µM de primer, 0,5 a 7,5µl de 
DNA purificado e água destilada estéril. O programa de sequenciação consistiu num 
ciclo inicial de desnaturação de 30s a 96ºC, seguido de 25 ciclos constituídos por 
uma desnaturação de 10s a 96ºC, uma hibridação de 5s a 50ºC e uma extensão de 
4min a 60ºC. Estas reacções foram realizadas num Termociclador GeneAmp® PCR 
System 9700 (Applied Biosystems Inc.). Após a reacção cíclica os produtos foram 
entregues na Unidade de Tecnologia e Inovação do INSA para sequenciar. 
 
Tabela 3: Primers utilizados para sequenciação dos loci homC e homD. 
Região Genómica Primer Sequência (5’→3’) Tm (ºC) 
homC 
homCF1 CAAACAATACCGCAATTTCTC 52,7 
homCF2 GTCAATTTAGGCGTGATAGA 52,1 
homCR2 CCCCTAAAATAGGGCTTCTA 54,8 
homCR1 TCGCATCCCGTTAGATATGG 57,5 
homD 
homDF1 CTCACCCGCCCTTATGAAAC 60,2 
homDF2 GGGCGTGATAGAGACTATCC 58,1 
homDF3 GCCAATAACGAAAAAATCC 50,3 
homDR3 GGCAGAATGATTTGAGATTG 52,1 
homDR2 CCACCGGTAGGGCGTTTTGA 64,9 
homDR1 CCCTTAGAAAATCCACCC 54,9 
 
As sequências de nucleótidos obtidas foram visualizadas no programa Chromas 
LITE (Version 2.01) e comparadas recorrendo ao programa MultAlin 
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Em seguida, foram traduzidas em 
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sequências de aminoácidos correspondentes recorrendo ao programa EMBOSS 
transeq (www.ebi.ac.uk/emboss/transeq/).  
 
3. AVALIAÇÃO DA VARIABILIDADE GENÉTICA, ANÁLISE FILOGENÉTICA E DOS 
PARÂMETROS EVOLUTIVOS DOS GENES homC E homD 
De modo a avaliar a variabilidade genética e os parâmetros filogenéticos e 
evolutivos, foi realizada uma análise bioinformática das sequências nucleotídicas e 
respectivas sequências de aminoácidos previstas. Foram também utilizadas as 
sequências nucleotídicas de 25 estirpes de referência de H. pylori cujos genomas já 
se encontram sequenciados e anotados (tabela 4). 
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Tabela 4: Características gerais das estirpes de referência de Helicobacter pylori 
totalmente sequenciadas e anotadas (n=25) que foram incluídas no presente estudo. 
Estirpe Nº de acesso de GenBank# Patologia Origem População* Referência 
26695 AE000511 G Reino Unido Ocidental (hpEurope) 162 
J99 AE001439 UP EUA Africano (hpsWAfrica) 4 
HPAG1 CP000241 G Suécia Ocidental (hpEurope) 117 
Shi470 CP001072 N.D. Peru Ameríndio (hpsAmerind) 81 
G27 CP001173 N.D. Itália Ocidental (hpEurope) 15 
P12 CP001217 UP Alemanha Ocidental (hpEurope) 56 
B38 FM991728 MALT França Ocidental (hpEurope) 160 
B8 FN598874 UP EUA Ocidental (hpEurope) 55 
SJM180 CP002073 G Peru Ocidental (hpEurope) N.D. 
Lithuania75 CP002334 N.D. Lituânia Ocidental (hpEurope) N.D. 
51 CP000012 UP Coreia do Sul Oriental (hpsEAsia) N.D. 
52 CP001680 UP Coreia do Sul Oriental (hpsEAsia) N.D. 
35A CP002096 UP Japão Oriental (hpsEAsia) N.D. 
F16 AP011940 N.D. Japão Oriental (hpsEAsia) 66 
F30 AP011941 N.D. Japão Oriental (hpsEAsia) 66 
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Continuação Tabela 4. 
Estirpe Nº de acesso 
de GenBank# 
Patologia Origem População* Referência 
F32 AP011943 N.D. Japão Oriental (hpsEAsia) 66 
F57 AP011945 N.D. Japão Oriental (hpsEAsia) 66 
v225d CP001582 G Venezuela Ameríndio (hpsAmerind) 96 
Sat464 CP002071 N.D. Peru Ameríndio (hpsAmerind) N.D. 
PeCan4 CP002074 C Peru Ameríndio (hpsAmerind) N.D. 
Cuz20 CP002076 N.D. Peru Ameríndio (hpsAmerind) N.D. 
908 CP002184 UP França Africano (hpsWAfrica) 41 
Gambia94/24 CP002332 N.D. Gâmbia Africano (hpsWAfrica) N.D. 
SouthAfrica7 CP002336 N.D. África do Sul (hpsSAfrica) N.D. 
India7 CP002331 N.D. Índia (hpAsia2) N.D. 
G, gastrite; UP, úlcera péptica; C, cancro gástrico; MALT, linfoma de Mucosa Associated Lymphoid 
Tissue; 
N.D., Não disponível; 
# http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/lpoks.cgi; 




A variabilidade genética foi determinada a partir de gráficos de similaridade, 
utilizando alinhamentos gerados pelo programa BioEdit Sequence Alignment Editor 
7.0.9 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html), com recurso à aplicação do 
programa SimPlot 3.5.1 (http://sray.med.som.jhmi.edu/SCRoftware/simplot/). 
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A análise da filogenia foi realizada através de árvores filogenéticas criadas pelo 
programa MEGASoftware (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) 4.0.2 
(http://www.megasoftware.net/), a partir de alinhamentos múltiplos das sequências 
de nucleótidos e respectivas sequências de aminoácidos previstas, obtidos no 
BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9. 
Os parâmetros evolutivos foram determinados recorrendo ao programa 
MEGASoftware 4.0.2, utilizando alinhamentos também gerados no BioEdit 
Sequence Alignment Editor 7.0.9, calculando-se: distância molecular, frequência de 
substituições sinónimas (Ks), frequência de substituições não-sinónimas (Ka) e 
razão entre substituições não-sinónimas e substituições sinónimas (Ka/Ks). 
 
4. ANÁLISE IN SILICO DA PROTEÍNA HomD 
Os parâmetros índice de antigenicidade, hidrofilicidade e a probabilidade de 
exposição à superfície da bactéria foram analisados para as sequências traduzidas 
da proteína HomD de H. pylori, utilizando o programa Protean software, DNASTAR 
package (Version 5.0). 
 
5. ENSAIOS IN VITRO 
Para avaliar a contribuição das proteínas HomC e HomD para as características 
pro-inflamatórias de H. pylori e o papel destas proteínas na adesão de H. pylori à 
mucosa gástrica foram realizados ensaios de indução da secreção in vitro da 
citocina inflamatória IL-8 e ensaios de aderência in vitro utilizando estirpes selvagens 
e mutantes de H. pylori para os genes homC e homD. 
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5.1. Construção de estirpes mutantes de Helicobacter pylori para os genes 
homC e homD 
As estirpes mutantes de H. pylori para os genes homC e homD foram construídas 
pela inserção de uma cassete de Canamicina por transformação natural e 
recombinação hómologa dupla (Anexo IV). Para cada gene foi utilizado um 
plasmídeo suicida que contém o gene alvo interrompido por uma cassete de 
resistência à Canamicina de 1838pb (homC: pILL570Hp0373∆TnKm, homD: 
pILL570Hp1453∆TnKm) (gentilmente cedidos por Doutor Ivo Boneca, Unité de 
Pathogénie Bactérienne des Muqueuses, Département de Microbiologie, Institut 
Pasteur, Paris, França). Foram utilizadas seis estirpes clínicas de H. pylori as quais 
se demonstrou previamente serem naturalmente transformáveis, através de 
experiências de transformação natural não letal com o gene flaA inactivado com uma 
cassete de resistência ao Clorofenicol. 
A correcta inserção da cassete de Canamicina no genoma das estirpes 
transformadas foi confirmada por PCR com os primers externos localizados nas 
regiões genómicas conservadas, adjacentes aos genes homC e homD, e 
subsequente sequenciação. As condições das reacções de amplificação 
encontram-se descritas anteriormente (ponto 2) e os primers estão descritos nas 
Tabelas 2, 3 e 5. 
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Tabela 5: Primers utilizados na reacção de amplificação e sequenciação da 
cassete de resistência à Canamicina. 
Região Genómica Primer Sequência (5’→ 3’) Tm (ºC) 
Cassete de Resistência 
à Canamicina 
F1-clone ACTAATGCTTGAAACCCAG 52,8 
R1-clone CTCCAATTCACTGTTCCTTGC 57,7 
 
Para os ensaios in vitro foram utilizados os pares de estirpes de H. pylori 
selvagens e mutantes homC e homD, e as duas estirpes de referência 26695 (ATCC 
700392) e J99 (ATCC 700824). Para ambos os ensaios as estirpes de H. pylori 
selvagens e mutantes foram cultivadas durante 48h e foram ressuspendidas em 
meio Brucella. A suspensão foi testada por microscopia de contraste de fase para 
verificar a pureza, motilidade e viabilidade das estirpes e foi ajustada para uma 
densidade óptica a 600nm de 0,6, que corresponde a 3x107 UFC/ml.  
Estes ensaios foram realizados em parceria com o Laboratório de Bacteriologia 
da Universidade Victor Segalen Bordeaux 2, Unidade INSERM U853, tendo as 
co-culturas e Citometria de Fluxo sido realizadas nesse laboratório e a quantificação 
de IL-8 realizada no INSA. 
 
5.2. Ensaio da secreção in vitro da citocina pro-inflamatória IL-8 
As suspensões bacterianas das estirpes de H. pylori foram inoculadas, em 
triplicado, em células epiteliais gástricas humanas AGS (ATCC CRL-173), com 
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60-70% de confluência e multiplicidade de infecção (MOI) igual a 100, em meio 
F-12K (Invitrogen S.A.) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen S.A.) 
e 50µg/ml de Vancomicina (Invitrogen S.A.), durante 18h a 37ºC. Posteriormente, os 
sobrenadantes foram recolhidos após centrifugação para quantificar a secreção da 
citocina IL-8 por ELISA utilizando o kit Quantikine Human IL-8 Immunoassays (R&D 
Systems Europe Ltd, Lille, França), segundo as instruções do fabricante (Anexo VII). 
Os resultados foram expressos depois de serem deduzidos os valores de secreção 
basal pela linha celular AGS. 
 
5.3. Ensaio de adesão in vitro 
As bactérias foram marcadas com fluorescência ao nível da membrana celular, 
através do kit PKH2 Green Fluorescent Linker (Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha). 
Inicialmente, centrifugou-se as suspensões bacterianas a 3000rpm durante 10min e 
os pellets bacterianos obtidos foram ressuspendidos em 500µl de diluente A. De 
seguida, adicionou-se mais 500µl de diluente A com 0,5µl de corante PKH2 e 
incubou-se à temperatura ambiente durante 2min. A reacção foi parada com a 
adição de 1ml de soro fetal bovino incubando-se por 2min e depois juntou-se 2ml de 
meio de cultura celular e incubou-se por mais 2min. Posteriormente, voltou-se a 
centrifugar a 3000rpm durante 10min e lavaram-se duas vezes os pellets obtidos 
com meio de cultura celular. Por fim, as suspensões bacterianas foram inoculadas, 
em triplicado, nas células epiteliais gástricas humanas AGS, com 60-70% de 
confluência e MOI igual a 100, durante 18 horas a 37ºC. Depois da co-cultura as 
células foram lavadas duas vezes com PBS e recuperadas. A fluorescência celular 
emitida foi quantificada através da técnica de Citometria de Fluxo utilizando o 
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aparelho FACSCalibur Flow Cytometer (Becton, Dickinson and Company, Franklin 
Lakes, EUA) e o software CellQuest. 
 
6. AVALIAÇÃO DAS PROPRIEDADES ANTIGÉNICAS DE HomC E HomD 
De modo a avaliar a antigenicidade das proteínas HomC e HomD foram 
construídas proteínas recombinantes e o seu carácter antigénico foi determinado 
pelas técnicas de SDS-PAGE e Western blot. 
 
6.1. Construção das proteínas recombinantes HomC e HomD 
As ORFs correspondentes aos genes homC e homD da estirpe de referência 
26695 foram amplificadas utilizando primers desenhados no início e fim dos genes e 
que incluem os locais de restrição das enzimas SalI e NotI (GE Healthcare, 
Buckinghamshire, Reino Unido) (Tabela 6), utilizando as mesmas condições das 
reacções de amplificação descritas anteriormente (ver ponto 2). Os fragmentos de 
PCR obtidos foram clonados no vector pCR®2.1-TOPO® (Anexo VIII) utilizando o kit 
TOPO TA Cloning® (Invitrogen S.A), segundo as indicações do fabricante (Anexo 
IX). Após a clonagem, foi realizada a extracção de DNA plasmídico utilizando o kit 
JETQUICK Plasmid Miniprep Spin (Genomed GmbH), segundo as indicações do 
fabricante (Anexo X), e a correcta inserção do fragmento foi confirmada por PCR e 
sequenciação, utilizando os primers descritos nas Tabelas 3 e 6. 
As proteínas recombinantes HomC e HomD (rHpHomC e rHpHomD, 
respectivamente), foram preparadas utilizando o vector de fusão 
Glutationa-S-Transferase (GST) pGEX-4T-3 (GE Healthcare) (Anexo XI). Para cada 
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gene, foi realizada uma dupla digestão de 3500ng de DNA do TOPO com cada gene 
clonado e 3000ng de DNA do vector pGEX-4T-3 com as enzimas de restrição SalI 
(GE Healthcare) e NotI (GE Healthcare), em duas reacções separadas, a 37ºC 
durante 1h (Anexo XII). As digestões foram sendo controladas em gel de agarose a 
0,8% e quando se verificou digestão total, as bandas de interesse foram excisadas 
do gel e procedeu-se à extracção do DNA utilizando o kit JETQUICK Gel Extraction 
Spin (Genomed GmbH), segundo as indicações do fabricante (Anexo XIII). O 
fragmento de DNA purificado de cada gene foi ligado ao vector purificado com a 
enzima T4 DNA Ligase utilizando o kit Rapid DNA Ligation (Roche Diagnostics), 
segundo as instruções do fabricante, e o plasmídeo resultante foi transformado em 
células de Escherichia coli DH5α (Invitrogen S.A) (Anexo XII). Foi realizada uma 
extracção de DNA plasmídico pelo kit JETQUICK Plasmid Miniprep Spin (Genomed 
GmbH), segundo as indicações do fabricante (Anexo X), e a correcta inserção do 
fragmento foi confirmada por PCR e sequenciação (Tabelas 3 e 6). Por fim, os 
vectores de expressão com o respectivo fragmento clonado foram transformados em 
células de E. coli BL-21 (Invitrogen S.A) para expressão das respectivas proteínas 
(Anexo XII). 
A partir de uma colónia resultante da transformação foi realizada uma pré-cultura 
com 6ml de LB líquido suplementado com 50µg/ml de Ampicilina (Sigma-Aldrich) a 
37ºC com agitação durante a noite. Para induzir a expressão das proteínas 
recombinantes, as células do inóculo anterior foram cultivadas em 250ml de meio LB 
líquido suplementado com 50µg/ml de Ampicilina (Sigma-Aldrich) a 37ºC com 
agitação, até atingirem a fase exponencial de crescimento (DO600nm= 0,4-0,6). De 
seguida, foi adicionado 0,1M de IPTG (Invitrogen S.A) e retirou-se 1000µl de cultura 
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nos pontos de 30min, 1h, 2h e 3h, de forma a confirmar a expressão das proteínas 
recombinantes. Em paralelo, foi também crescida cultura sem IPTG para controlar a 
indução. De seguida, procedeu-se à lise directa das amostras. A cultura retirada em 
cada ponto foi centrifugada a 6000rpm durante 3min, ressuspendendida em 25µl de 
tampão de lise (Tampão da amostra 2X, benzonase 1X (Sigma-Aldrich) e MgCl2 
0,01M) e deixada 15min à temperatura ambiente. Por fim desnaturaram-se as 
amostras a 95ºC durante 10min e foram guardadas a -20ºC até serem utilizadas. 
 
Tabela 6: Primers utilizados nas reacções de amplificação e posterior sequenciação 
dos clones de E. coli resultantes. 
Região Genómica Primer Sequência (5’→3’) Tm (ºC) 
homC 
homCiSalI gtcgacATGCTAAGATTCGTTAGTAAAACG 59,4 
homCfNotI gcggccgcCTAAAAAATCCACCCGTAATTA 67,1 
homD 
homDiSalI gtcgacATGTTAAAACTCGCTAGCAAAACG 61,8 
homDfNotI gcggccgcTTAGAAAATCCACCCGTAATTA 66,6 
pCR®2.1-TOPO® 
M13F 1 GTAAAACGACGGCCAG 54,3 
M13R 1 CAGGAAACAGCTATGAC 49,9 
pGEX-4T-3 
pGEX5’ 1 GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 70,0 
pGEX3’ 1 CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 69,2 
1 Estes primers são fornecidos nos respectivos kits de clonagem. 
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6.2. SDS-PAGE e Western blot 
Os lisados proteicos da cultura não induzida e induzida com IPTG, 
correspondentes às proteínas rHpHomC e rHpHomD, foram posteriormente 
separados por SDS-PAGE num gel constituído por um stacking gel e um gel de 
separação contendo 4% e 10% de Acrilamida/bis-acrilamida 40% (37,5:1), 
respectivamente, utilizando-se o tampão de corrida SDS-PAGE 1X. Foi utilizado o 
marcador de peso molecular Precision Plus ProteinTM Standards (com fragmentos de 
10 kDa a 250 kDa) (Bio Rad Laboratories Ltd.) (Anexo XV) e a electroforese foi 
realizada no aparelho Mini-PROTEAN® 3 Electrophoresis System (Bio Rad 
Laboratories Ltd.), com amperagem constante (20mA) durante 1h (Anexo XIV). 
Os géis foram preparados em duplicado, tendo um sido corado com solução de 
azul de Coomassie e o outro utilizado para Western blot. 
O gel foi corado com solução de azul de Coomassie durante 1h e posteriormente 
descorou-se com a solução Destain durante outra hora. Em paralelo com a 
coloração com azul de Coomassie, foi feita a transferência das proteínas do gel para 
uma membrana de PVDF (Bio Rad Laboratories Ltd.), previamente hidratada com 
metanol e lavada com água destilada, utilizando um Mini Trans-Blot® Electrophoretic 
Transfer cell (Bio Rad Laboratories Ltd.) a voltagem constante (100V) durante 1h. 
Foi utilizado o tampão de transferência 1X. No final da corrida, a membrana foi 
corada com a solução de azul de Coomassie até ao aparecimento das bandas, para 
verificar se houve transferência, e de seguida foi descorada com a solução destain e 
lavada com TTBS 1X. A membrana foi depois bloqueada com 5% de leite magro em 
TTBS 1X, durante 1h à temperatura ambiente, lavada três vezes com TTBS 1X 
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durante 10min cada e por fim foi cortada em tiras de modo a ser incubada com 
diferentes soros. 
As tiras da membrana foram incubadas separadamente com uma pool de cinco 
soros de doentes com um título de IgG anti-H. pylori positivo, previamente 
determinado com um kit comercial Pyloriset EIA-G III (Orion Diagnostica, Espoo, 
Finlândia) e uma pool de cinco soros de doentes com um título de IgG anti-H. pylori 
negativo que foi utilizada como controlo negativo. Foi também utilizado um anticorpo 
anti-GST (GE Healthcare) para confirmar a presença da proteína recombinante. 
Duas tiras da membrana foram incubadas separadamente com as pools de soros 
humanos diluídos 1/500 com 5% de leite magro em TTBS 1X, a 4ºC durante a noite. 
No dia seguinte, as membranas foram lavadas três vezes com TTBS durante 10min 
cada, e o conjugado formado por anti-IgG humano acoplado com peroxidase (GE 
Healthcare), diluído 1:5000 em 5% de leite magro em TTBS 1X, foi adicionado com 
incubação à temperatura ambiente durante 1h. Após a incubação, as membranas 
foram lavadas três vezes com TTBS 1X durante 10min cada.  
A outra tira foi incubada com o anticorpo anti-GST (GE Healthcare) diluído 1/1000 
em 5% de leite magro em TTBS 1X à temperatura ambiente durante 1h. Após a 
incubação, a membrana foi lavada três vezes com TTBS durante 10min cada, e 
incubada com o respectivo conjugado gt-α-Rabbit-Pox (Bio Rad Laboratories Ltd.) 
diluído a 1/3000 com 5% de leite magro em TTBS 1X, à temperatura ambiente 
durante 1h. Por fim, foi lavada três vezes com TTBS 1X durante 10min cada. 
A revelação foi realizada por quimioluminescência, que consistiu na incubação 
das membranas durante 1min com 2ml de solução ECL, que depois foram expostas 
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na chapa durante os tempos de 5s, 10s e 30s, e reveladas no revelador automático 
Kodak Medical X-ray processor (Carestream Health, Stuttgart, Alemanha). 
 
7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Para testar associações entre duas variáveis qualitativas, sendo utilizadas tabelas 
de contingência de 2x2, recorreu-se ao teste Exacto de Fisher com recurso à 
aplicação do programa EpiInfoTM 3.5.3. (http://www.cdc.gov/epiinfo). 
A comparação dos valores médios de uma variável quantitativa por os grupos de 
uma variável qualitativa com duas categorias foi feita através do teste paramétrico t 
de Student para duas amostras independentes. 
Todos os testes utilizados foram bilaterais. Foi estabelecido em 5% o nível de 
significância dos testes, tendo-se rejeitado a hipótese nula quando a probabilidade 
de significância do teste (p value) foi inferior a este valor. 
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Capítulo IV: Resultados 
 
1. AVALIAÇÃO DA DIVERSIDADE GENÓMICA DOS GENES homC E homD NA AMOSTRA 
DE ESTIRPES EM ESTUDO 
Para o estudo da diversidade genómica dos genes homC e homD foram 
amplificadas e sequenciadas as regiões genómicas flaqueantes conservadas de 
cada gene alvo, pelas técnicas de PCR e sequenciação. 
Pela amplificação destas regiões utilizando os primers externos, verificou-se que 
nas estirpes clínicas ambos os genes ocupam as mesmas regiões genómicas que 
nas estirpes de referência, doravante designados locus homC e locus homD. Foram 
obtidos produtos de amplificação com tamanhos entre 2305 e 2528pb para o locus 
homC e entre 2508 e 2526pb para o locus homD. Na figura 7, podem ser 
observados os produtos de amplificação obtidos para algumas estirpes de 
referência, separados em gel de agarose. 
Os produtos de amplificação foram posteriormente sequenciados e as respectivas 
sequências de nucleótidos foram analisadas recorrendo ao programa MultAlin. Em 
seguida, foram traduzidas para as sequências de aminoácidos correspondentes 
recorrendo ao programa EMBOSS transeq.  
Para todas as estirpes analisadas, foi obtida uma sequência codificante em cada 
locus analisado. Todas as sequências obtidas foram identificadas por homologia 
com o respectivo gene, homC e homD, recorrendo à aplicação BLAST, Basic Local 
Alignment Search Tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Os fragmentos 
correspondentes ao gene homC apresentam tamanhos entre 2085 e 2256pb, e no 
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gene homD entre 2223 e 2299pb. No total, foram obtidas 142 sequências de 
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Figura 7: Produtos de amplificação de DNA separados em gel de agarose a 1% 
corado com GelRedTM (Biotium Inc.). As linhas 1 e 8 representam o marcador de 
peso molecular 1Kb DNA Ladder com fragmentos de DNA de 500pb a 12Kb 
(Invitrogen S.A), as linhas 2, 3 e 4 representam o locus homC; as linhas 5, 6 e 7 o 
locus homD das estirpes de referência J99 (2528pb; 2508pb), 26695 (2305pb; 
2516pb) e HPAG1 (2305pb; 2526pb), respectivamente. 
Resultados 
Rita Cordeiro                                                                                                                                                      - 56- 
2. ANÁLISE FILOGENÉTICA, PARÂMETROS EVOLUTIVOS E AVALIAÇÃO DA VARIABILIDADE 
GENÉTICA DOS GENES homC E homD 
De modo a avaliar os parâmetros filogenéticos e evolutivos e a variabilidade 
genética dos genes homC e homD, foi realizada uma análise bioinformática das 
sequências nucleotídicas e respectivas sequências de aminoácidos previstas. 
 
2.1. Análise filogenética das sequências dos genes homC e homD 
A análise da filogenia foi realizada através de árvores filogenéticas criadas pelo 
programa MEGASoftware 4.0.2 utilizando o teste de filogenia Bootstrap Neighbor 
Joining Tree com 1000 réplicas e modelo Kimura 2-parameter83, a partir de 
alinhamentos múltiplos das sequências de nucleótidos obtidos no BioEdit Sequence 
Alignment Editor 7.0.9. pelo método ClustalW161 e utilizando Bootstrap Neighbor 
Joining Tree com 1000 réplicas. 
 
2.1.1. Sequências do gene homC 
A reconstrução filogenética das 167 sequências do gene homC de estirpes 
clínicas (n=142) e de referência (n=25) sugere uma agregação das estirpes baseada 
na origem geográfica suportada por valores de bootstrap (≥75%), podendo 
observar-se três grupos: grupo Ocidental, composto por estirpes isoladas de doentes 
de países Ocidentais (Portugal, França, Alemanha, Suécia, Brasil, Colômbia e EUA 
– população hpEurope91,157); grupo Oriental/Ameríndio, composto por estirpes 
originárias da Ásia Oriental (Japão e Coreia do Sul – subpopulação hspEAsia91,157) e 
da América do Sul (Peru e Venezuela – subpopulação hspAmerind91,157); e grupo 
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Africano, formado por estirpes oriundas de países Africanos (Burquina-Faso e 
Gâmbia – subpopulação hspWAfrica91,157) e de outros países (Portugal, França, Brasil 
e EUA) (Figura 8). 
Analisando cada grupo, a análise filogenética mostra uma maior proximidade 
entre as sequências do grupo Oriental/Ameríndio enquanto que nos outros dois 























































































































































































































































































































































































































































































































Figura 8: Análise filogenética de 167 sequências do gene homC de 142 estirpes 
clínicas e 25 estirpes de referência de Helicobacter pylori. O país de origem (Pt, 
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Portugal; Fr, França; Sw, Suécia; Gr, Alemanha; USA, Estados Unidos da América; 
Br, Brasil; Col, Colômbia; Jp, Japão; Ko, Coreia do Sul, BF, Burquina-Faso) e a 
patologia (G, Gastrite; U, Úlcera péptica; C, Cancro gástrico) estão representados no 
início e no fim da designação de cada estirpe clínica, respectivamente. O valor do 
índice de comprimento dos ramos está representado na árvore. Os números junto 
dos ramos principais indicam os valores de bootstrap ≥75% depois de 1000 
interacções. Os círculos a tracejado assinalam os grupos originados segundo a 
origem geográfica das estirpes: vermelho, grupo Ocidental; verde, grupo 
Oriental/Ameríndio e azul, grupo Africano. 
 
Esta divisão das estirpes por grupos consoante a origem geográfica foi utilizada 
nas análises posteriores. As estirpes de referência South Africa e India7 foram 
excluídas por não pertencerem a nenhum grupo geográfico definido. 
 
2.1.2. Sequências do gene homD 
A análise filogenética de 129 sequências do gene homD de estirpes clínicas 
(n=104) e de referência (n=25) mostra, no geral, uma maior conservação genómica 
em todas as estirpes independentemente da origem geográfica, excluindo a estirpe 
de referência SouthAfrica7 que apresenta uma maior distância em relação às outras 
estirpes, não sendo suportada por valores de bootstrap. No entanto, também é 
possível detectar grupos compostos por estirpes com a mesma origem geográfica, 
suportados por valores de bootstrap (≥75%), mas que não incluem todas as estirpes 
da mesma origem, como se verifica para o gene homC: grupo I, constituído por 
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algumas estirpes de países Ocidentais (Portugal, França, Alemanha, Suécia, Brasil, 
Colômbia e EUA), grupo II, composto por algumas estirpes originárias da Ásia 
Oriental (Japão e Coreia do Sul) e da América do Sul (Peru e Venezuela); e grupo 
III, formado por estirpes oriundas de países Africanos (Burquina-Faso e Gâmbia) e 




























































































































































































































































































































































































































Figura 9: Análise filogenética de 129 sequências do gene homD de 104 estirpes 
clínicas e 25 estirpes de referência de Helicobacter pylori. O país de origem (Pt, 
Portugal; Fr, França; Sw, Suécia; Gr, Alemanha; USA, Estados Unidos da América; 
Br, Brasil; Col, Colômbia; Jp, Japão; Ko, Coreia do Sul, BF, Burquina-Faso) e a 
patologia (G, Gastrite; U, Úlcera péptica; C, Cancro gástrico) estão representados no 
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início e fim da designação de cada estirpe clínica, respectivamente. O valor do 
índice de comprimento dos ramos está representado na árvore. Os números junto 
dos ramos principais indicam os valores de bootstrap ≥75% depois de 1000 
interacções. Os círculos a tracejado assinalam os grupos compostos por estirpes 
com a mesma origem geográfica: vermelho, grupo I, verde, grupo II e azul, grupo III. 
 
2.2. Avaliação da variabilidade genética das sequências dos genes homC e 
homD 
De seguida, foi avaliado o grau de similaridade entre as sequências de 
nucleótidos de todas as estirpes em estudo, utilizando alinhamentos múltiplos 
gerados pelo programa BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9, pelo método 
ClustalW161 e utilizando Bootstrap Neighbor Joining Tree com 1000 réplicas. A partir 
desses alinhamentos foram gerados gráficos de similaridade pelo método Kimura 
2-parameter83, que assume que a proporção de transições é maior que a de 
transversões, com recurso à aplicação do programa SimPlot 3.5.1. 
 
2.2.1. Sequências do gene homC 
A observação dos gráficos de similaridade sugere igualmente a existência de uma 
segregação das estirpes por origem geográfica, mas neste caso as estirpes 
separam-se em dois conjuntos apenas, um constituído pelo grupo Ocidental 
(conjunto I) e o outro pelos grupos Oriental/Ameríndio e Africano (conjunto II). A 
análise destes gráficos sugere ainda a existência de três regiões distintas no gene, 
designadas por segmento 1 (0 a 1300pb), segmento 2 (1300 a 1900pb) e segmento 
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3 (1900 a 2300pb) (Figura 10), em que no segmento 1 as estirpes se distinguem 
pela sua origem geográfica, no segmento 2 existe variabilidade entre os dois 
conjuntos de estirpes e dentro do mesmo conjunto, e o segmento 3 é uma região do 
gene muito mais conservada. 
Mais em detalhe, observam-se no segmento 1 diferenças notórias entre as 
sequências de nucleótidos do conjunto I (grupo Ocidental) e do conjunto II (grupos 
Oriental/Ameríndio e Africano), onde a percentagem mínima de similaridade entre as 
sequências é de cerca de 40%. Esta diferença traduz-se principalmente em 
inserções de nucleótidos, que variam entre 9 a 20 nucleótidos, observadas nas 
estirpes do grupo Oriental/Ameríndio e Africano e ausentes nas estirpes do grupo 
Ocidental (Figura 11). 
























































Figura 10: Representação gráfica da similaridade entre 165 sequências de 
nucleótidos do gene homC de estirpes de Helicobacter pylori (estirpes de origem 
Ocidental, vermelho; Oriental/Ameríndia, verde e Africana, azul). Os gráficos foram 
gerados com o modelo Kimura 2-parameter, uma janela de 200pb, um passo de 
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20pb, sem Gap Strip e como referência a sequência do gene homC da estirpe de 
referência 26695 (HP0373). 
 
          // 401                                                                                          500 // 
 26695homC  ---------ACATGGTGAACG------------GCA---GCGTGACCA------------TTCAGAACTTTCTGCCGTATAACCTGAACAACGTGGAACT 
 HPAG1homC  ---------ACATGGTGAACG------------GCA---GCGTGACCA------------TTCAGAACTTTCTGCCGTATAACCTGAACAACGTGGAACT 
   P12homC  ---------ACATGGTGAACG------------GCA---GCGTGACCA------------TTCAGAACTTTCTGCCGTATAACCTGAACAACGTGGAACT 
   B38homC  ---------ACATGGTGAACG------------GCA---GCGTGACCA------------TTCAGAACTTTCTGCCGTATAACCTGAACAACGTGGAACT 
    B8homC  ---------ACATGGTGAACG------------GCA---GCGTGACCA------------TTCAGAACTTTCTGCCGTATAACCTGAACAACGTGGAACT 
   G27homC  ---------ACATGGTGAACG------------GCA---ACGTGACCA------------TTCAGAACTTTCTGCCGTATAACCTGAACAACGTGGAACT 
SJM180homC  ---------ATATGGTTAATG-----------GGA----GCGTAACCA------------TACAAAACTTTCTGCCTTACAATTTAAACAATGTTGAGCT 
Lithuania7  ---------ATATGGTTAATG-----------GGA----GCGTAACCA------------TACAAAACTTTCTGCCCTACAATTTAAACAATGTTGAACT 
    51homC  TGGCGTATAACAAAGATAACGCGGAATTTGAAGGCTATGGCAACAACAGCGTGGTGGTGATTCAGAACTTTCTGCCGTATAACCTGAACAACATTGAACT 
Shi470homC  TGGCGTATAACAAAGATAACGCGGAATTTGAAGGCTATGGCAACAACAGCGTGGTGGTGATTCAGAACTTTCTGCCGTATAACCTGAACAACATTGAACT 
 v225dhomC  TGGCGTATAACAAAGATAACGCGGAATTTGAAGGCTATGGCAACAACAGCGTGGTGGTGATTCAGAACTTTCTGCCGTATAACCTGAACAACATTGAACT 
   J99homC  TGGCGTATAACAAAGATAACGCGGAATTTGAAGGCTATGGCAACAACAGCGTGGTGGTGATTCAGAACTTTCTGCCGTATAACCTGAACAACATTGAACT 
   F57homC  TGGCATACAATAAGGATAATGCCGAGTTTGAAGGCTATGGCAATAACAGCGTGGTTGTGATACAAAACTTTCTGCCCTACAATTTAAACAATATTGAGCT 
 Cuz20homC  TGGCATACAATAAGGATAATGCCGAGTTTGAAGGCTATGGCAATAACAGCGTGGTTGTGATACAAAACTTTCTGCCCTACAATTTAAACAATATTGAGCT 
Sat464homC  TGGCATACAATAAGGATAATGCCGAGTTTGAAGGCTATGGCAATAACAGCGTGGTTGTGATACAAAACTTTCTGCCCTACAATTTAAACAATATTGAGCT 
PeCan4homC  TGGCATACAATAAGGATAATGCCGAGTTTGAAGGCTATGGCAATAACAGCGTGGTTGTGATACAAAACTTTCTGCCCTACAATTTAAACAATATTGAGCT 
   F16homC  TGGCATACAATAAGGATAATGCCGAGTTTGAAGGCTATGGCAATAACAGCGTGGTTGTGATACAAAACTTTCTGCCCTACAATTTAAACAATATTGAGCT 
   F32homC  TGGCATACAATAAGGATAATGCCGAGTTTGAAGGCTATGGCAATAACAGCGTGGTTGTGATACAAAACTTTCTGCCCTACAATTTAAACAATATTGAGCT 
   F30homC  TGGCATACAATAAGGATAATGCCGAGTTTGAAGGCTATGGCAATAACAGCGTGGTTGTGATACAAAACTTTCTGCCCTACAATTTAAACAATATTGAATT 
   35AhomC  TGGCATACAATAAGGATAATGCCGAGTTTGAAGGCTATGGCAATAACAGCGTGGTTGTGATACAAAACTTTCTGCCCTACAATTTAAACAATATTGAGCT 
Gambia94/2  TGGCATACAACAAGGAAAATGCCGAGTTTGAAGGCTATGGCAATAACAGCGTGGTTGTGATACAAAACTTCCTGCCCTACAATTTAAACAATATTGAGCT 
   908homC  TGGCATACAATCAGGAAAATGCCGAGTTTGAAGGCTATGGCAATAACAGCGTGGTTGTGATACAAAACTTCCTGCCTTACAATTTAAACAATATTGAGCT 
 Consensus  .........AcAtgGttAAcG...........gGc....GCgt.AcCA............TtCAgAACTTTCTGCCgTAtAAccTgAACAAcgTtGAaCT 
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 26695homC  TGAGCAAAATTACCACCAACGTGACCATGAGCTATGAAAACGCGGATAC---------------CAACAACTTTAAAGGC-------------------- 
 HPAG1homC  TGAGCCAGATTACCACCAACGTGACCATGAGCTATGAAAACGCGGATAC---------------CAACAACTTTAAAGGC-------------------- 
   P12homC  TGAGCCAGATTACCACCAACGTGACCATGAGCTATGAAAACGCGGATAC---------------CAACAACTTTAAAGGC-------------------- 
   B38homC  TGAGCCAGATTACCACCAACGTGACCATGAGCTATGAAAACGCGGATAC---------------CAACAACTTTAAAGGC-------------------- 
    B8homC  TGAGCAAAATTACCACCAACGTGACCATGAGCTATGAAAACGCGGATAC---------------CAACAACTTTAAAGGC-------------------- 
   G27homC  TTAGCCAGATTACCACCAACGTGACCATGAGCTATGAAAACGCGGATAC---------------CAACAACTTTAAAGGC-------------------- 
SJM180homC  TCGGCCAAATCACAACCAATGTAGTGATGAGTTATGAAAACGCCGATAC---------------TAACAATTTTAAAGG--------------------- 
Lithuania7  TCAGCAAGATCACAACCAATGTAACGATGAGTTATGAAAACGCCGATAC---------------CAACAATTTTAAAGG--------------------- 
    51homC  TGAGCCAGATTACCACCAACCTGCAGATGACCTATGAAAACACCGATCCGTTTAGCAGCGGCAACAACGATCCGAGCGGCCCGCTGGCGAGCCCGAAACC 
Shi470homC  TGAGCCAGATTACCACCAACCTGCAGATGACCTATGAAAACACCGATCCGTTTAGCAGCGGCAACAACGATCCGAGCGGCCCGCTGGCGAGCCCGAAACC 
 v225dhomC  TGAGCCAGATTACCACCAACCTGCAGATGACCTATGAAAACACCGATCCGTTTAGCAGCGGCAACAACGATCCGAGCGGCCCGCTGGCGAGCCCGAAACC 
   J99homC  TGAGCCAGATTACCACCAACCTGCAGATGACCTATGAAAACACCGATCCGTTTAGCAGCGGCAACAACGATCCGAACGGCCCGCTGGCGAGCCCGAAACC 
   F57homC  TCAGTCAAATCACGACCAATCTTCAAATGACTTATGAGAATACAGACCCATTTTCTAGCGGCAACAATGATCCTAGCGGCCCTCTTGCTTCCCCTAAACC 
 Cuz20homC  TCAGTCAAATCACGACCAATCTTCAAATGACTTATGAGAATACAGACCCATTTTCTAGTGGCAACAATGATCCTAGTGGCCCTCTTGCTTCCCCTAAACC 
Sat464homC  TCAGTCAAATCACGACCAACCTTCAAATGACTTATGAGAATACAGACCCATTTTCTAGCGGCAACAATGATCCTAGTGGCCCTCTTGCTTCCCCTAAACC 
PeCan4homC  TCAGTCAAATCACGACCAATCTTCAAATGACTTATGAGAATACAGACCCATTTTCTAGCGGCAACAATGATCCTAGTGGCCCTCTTGCT---CCTAAACC 
   F16homC  TCAGTCAAATCACAACCAATCTTCAAATGACTTATGAGAATACAGACCCATTTTCTAGCGGCAACAATGATCCTAGTGGCCCTCTTGCTTCTCCTAAACC 
   F32homC  TCAGTCAAATCACGACCAACCTCCAAATGACTTATGAGAATACAGACCCATTTTCTAGCGGCAACAACGATCCTAGTGGCCCTCTCGCTTCTCCTAAACC 
   F30homC  TCAGTCAAATCACGACCAATCTTCAAATGACTTATGAGAATACAGACCCATTTTCTAGCGGAAACAATGATCCTAGTGGCCCTCTTGCTTCCCCTAAACC 
   35AhomC  TCAGTCAAATCACGACCAATCTTCAAATGACTTATGAGAATACAGACCCATTTTCTAGCGGCAACAATGATCCTAGTGGCCCTCTTGCTTCTCCTAAACC 
Gambia94/2  TCAGTCAAATCACGACCAATCTTCAAATGACTTATGAGAATACAGACCCCTTTTCTAGCGGCAACAACGATCCTAATGGCCCTCTCGCTTCTCCTAAACC 
   908homC  TCAGTCAAATCACGACCAATCTTCAAATGACTTATGAGAATACAGACCCCTTTTCTAGCGGTAACAACGATCCTAATGGCCCTCTCGCTTCTCCTAAACC 
 Consensus  T.AGccAaATtACcACCAAcgTg...ATGAgcTATGAaAAcgC.GAtaC...............CAAcaAttttAaaGGc.................... 
 
            801                                                                                           900 // 
 26695homC  -------AACTGCCATGATTGCG--------TGAGCGAT-------------TTTACCCCGCAGACCGCGGAAGAACTGACCAACCTGATGCTGGATATG 
 HPAG1homC  -------AACTGCAACGATTGCG--------TGAGCGAT-------------TTTACCCCGCAGACCGCGGAAGAACTGACCAACCTGATGCTGGATATG 
   P12homC  -------AACTGCAACGATTGCG--------TGAGCGAT-------------TTTACCCCGCAGACCGCGGAAGAACTGACCAACCTGATGCTGGATATG 
   B38homC  -------AACTGCCATGATTGCG--------TGAGCGAT-------------TTTACCCCGCAGACCGCGGAAGAACTGACCAACCTGATGCTGGATATG 
    B8homC  -------AACTGCCATGATTGCG--------TGAGCGAT-------------TTTACCCCGCAGACCGCGGAAGAACTGACCAACCTGATGCTGGATATG 
   G27homC  -------AACTGCCATGATTGCG--------TGAGCGAT-------------TTTACCCCGCAGACCGCGGAAGAACTGACCAACCTGATGCTGGATATG 
SJM180homC  ------TAATTGCCATGATTGTG--------TGTCAGAT-------------TTCACCCCACAAACCGCAGAAGAATTGACCAATTTAATGTTGGATATG 
Lithuania7  ------TAATTGCAATGATTGTG--------TGTCAGAT-------------TTCACCCCACAAACCGCAGAAGAATTGACCAATTTAATGTTGGATATG 
    51homC  GCATTATGAATGCCCGGGCTATAAAAAAAGCTGCCAGGTGGCGAGCGTGAGCTTTACCCCGCAGACCGCGGAAGAACTGACCAACCTGATGCTGGATATG 
Shi470homC  GCATTATGAATGCCCGGGCTATAAAAAAAGCTGCCAGGTGGCGAGCGTGAGCTTTACCCCGCAGACCGCGGAAGAACTGACCAACCTGATGCTGGATATG 
 v225dhomC  GCATTATGAATGCCCGGGCTATAAAAAAAGCTGCCAGGTGGCGAGCGTGAGCTTTACCCCGCAGACCGCGGAAGAACTGACCAACCTGATGCTGGATATG 
   J99homC  GCATTATGAATGCCCGGGCTATAAAAAAAGCTGCCAGGTGGCGAGCGTGAGCTTTACCCCGCAGACCGCGGAAGAACTGACCAACCTGATGCTGGATATG 
   F57homC  TCATTATGAATGCCCTGGTTATAAAAAGAGTTGTCAAGTCGCTTCGGTGTCTTTCACCCCACAAACCGCAGAAGAATTGACCAATTTAATGTTAGATATG 
 Cuz20homC  TCATTATGAATGCCCTGGTTATAAAAAGAGTTGTCAAGTCGCTTCGGTGTCTTTCACCCCACAAACCGCAGAAGAATTGACCAATTTAATGTTAGATATG 
Sat464homC  TCATTATGAATGCCCTGGTTATAAGAAGAGTTGTCAAGTCGCTTCGGTGTCTTTCACCCCACAAACCGCAGAAGAATTGACCAATTTAATGTTAGATATG 
PeCan4homC  TCATTATGAATGCCCTGGTTATAAAAAGAGTTGTCAAGTCGCTTCGGTGTCTTTCACCCCACAAACCGCAGAAGAATTGACCAATTTAATGTTAGACATG 
   F16homC  TCATTATGAATGCCCTGGTTATAAAAAGAGTTGTCAAGTCGCTTCGGTGTCTTTCACCCCACAAACCGCAGAAGAATTGACCAATTTAATGTTAGATATG 
   F32homC  TCATTATGAATGCCCTGGTTATAAAAAGAGTTGTCAAGTCGCTTCGGTGTCTTTCACCCCACAAACCGCAGAAGAATTGACCAATTTAATGTTGGATATG 
   F30homC  TCATTATGAATGCCCTGGTTATAAAAAGAGTTGTCAAGTCGCTTCGGTGTCTTTCACCCCACAAACCGCAGAAGAATTGACCAATTTAATGTTAGATATG 
   35AhomC  TCATTATGAATGCCCTGGTTATAAAAAGAGTTGTCAAGTTGCTTCGGTGTCTTTCACCCCACAAACCGCAGAAGAATTGACCAATTTAATGTTAGATATG 
Gambia94/2  TCATTATGAATGCCCTGGTTATAAAAAGAGTTGTCAAGTCGCTTCGGTGTCTTTTACCCCACAAACCGCAGAAGAATTGACCAATTTAATGTTAGACATG 
   908homC  TCATTATGAATGCCCTGGTTATAAAAAGAGTTGTCAAGTCGCTTCGGTGTCTTTCACCCCACAAACCGCAGAAGAATTGACCAATTTAATGTTAGACATG 
 Consensus  ......taA.TGCcatGatTgtg........TG.cagaT.............TTtACCCCgCAgACCGCgGAAGAAcTGACCAAccTgATGcTgGAtATG 
 
          // 1101                                                                                        1200 // 
 26695homC  GGAAGTGAACATTCTGAAA------AGCGGCTTTGTGGGCCTGGGCT------------------ATGAACTGGATGATAACG---------ATGGCAAC 
 HPAG1homC  GGAAGTGAACATTCTGAAA------AGCGGCTTTGTGGGCCTGGGCT------------------ATGAACTGGATGATAACG---------ATGGCAAC 
   P12homC  GGAAGTGAACATTATGAAA------AGCGGCTTTCTGGGCCTGGGCT------------------ATGAACTGGATGATAACG---------ATGGCAAC 
   B38homC  GGAAGTGAACATTATGAAA------AGCGGCTTTCTGGGCCTGGGCT------------------ATGAACTGGATGATAACG---------ATGGCAAC 
    B8homC  GGAAGTGAACATTCTGAAA------AGCGGCTTTGTGGGCCTGGGCT------------------ATGAACTGGATGATAACG---------ATGGCAAC 
   G27homC  GGAAGTGAACATTCTGAAA------AGCGGCTTTGTGGGCCTGGGCT------------------ATGAACTGGATGATAACG---------ATGGCAAC 
SJM180homC  TGAAGTGAATATCCTAAAATC------AGGGTTTGTAGGGCTAGGGT------------------ATGAGCTTGATGATAATG---------ATGGTAAT 
Lithuania7  TGAAGTGAATATCATGAAATC------AGGGTTTTTAGGGCTAGGGT------------------ATGAACTTGATGATAATG---------ATGGTAAT 
    51homC  GACCGTGAACCTGCTGAACGCGGCGAAAGGCTTTCTGGGCCTGGGCAGCCAGCTGGGCAGCGCGAACGCGCCGGGCGATAACGGCTTTAACCAGGGCGTG 
Shi470homC  GACCGTGAACCTGCTGAACGCGGCGAAAGGCTTTCTGGGCCTGGGCAGCCAGCTGGGCAGCGCGAACGCGCCGGGCGATAACGGCTTTAACCAGGGCGTG 
 v225dhomC  GACCGTGAACCTGCTGAACGCGGCGAAAGGCTTTCTGGGCCTGGGCAGCCAGCTGGGCAGCGCGAACGCGCCGGGCGATAACGGCTTTAACCAGGGCGTG 
   J99homC  GACCGTGAACCTGCTGAACGCGGCGAAAGGCTTTCTGGGCCTGGGCAGCCAGCTGGGCAGCGCGAACGCGCCGGATGATGATGGCTTTAACCAGGGCGTG 
   F57homC  TACGGTGAATCTCTTGAATGCGGCCAAGGGGTTTTTAGGGCTAGGATCCCAACTAGGCAGCGCAAACGCTCCCGGTGATAACGGCTTCAATCAAGGTGTT 
 Cuz20homC  TACGGTGAATCTCTTGAATGCGGCCAAGGGGTTTTTAGGGCTAGGATCCCAACTAGGCAGTGCAAGCGCTCCCGGTGATAACGGCTTCAATCAAGGTGTT 
Sat464homC  TACGGTGAATCTCTTGAATGCGGCTAAGGGGTTTTTAGGGCTAGGATCCCAACTAGGCAGCGCAAACGCTCCCGGTGATAACGGCTTCAATCAAGGTGTT 
PeCan4homC  TACGGTGAATCTCTTGAATGCGGCCAAGGGGTTTTTAGGGCTAGGATCCCAACTAGGCAGCGCAAGCGCTCCCGGTGATAACGGCTTCAATCAAGGTGTC 
   F16homC  TACGGTGAATCTCTTGAATGCGGCCAAGGGGTTTTTAGGGCTAGGATCCCAACTAGGCAGCGCAAACGCTCCCGGTGATAATGGCTTCAATCAAGGTGTT 
   F32homC  TACGGTGAATCTCTTGAATGCGGCCAAGGGGTTTTTAGGGCTAGGATCCCAACTAGGCAGTGCAAACGCTCCCGGTGATAACGGCTTCAATCAAGGTGTT 
   F30homC  TACGGTGAATCTCTTGAATGCGGCCAAGGGGTTTTTAGGGCTAGGATCCCAACTAGGCAGCGCAAACGCTCCCGGTGATAATGGCTTCAATCAAGGTGTT 
   35AhomC  TACGGTGAATCTCTTGAATGCGACCAAGGGGTTTTTAGGGCTAGGATCCCAACTGGGTAGCGCTAATGCCCCCGGTGATAACGGCTTCAATCAAGGTGTT 
Gambia94/2  TACCGTGAACCTCTTGAATGCGGCCAAGGGGTTTCTAGGGCTAGGATCCCAACTGGGTAGCGCCAATGCCCCCGATGATGATGGCTTCAATCAAGGTGTT 
   908homC  TACCGTGAACCTCTTGAATGCGGCCAAGGGGTTTCTAGGGCTAGGATCCCAACTGGGTAGCGCTAATGCCCCCGGTGATAATGGCTTCAATCAAGGTGTT 
 Consensus  ggaaGTGAAcaT..TGAAa.c....a..GGcTTT.TgGGcCTgGGct..................AtGa.CtgGaTGATAAcG.........AtGGcaa. 
 
Figura 11: Alinhamento representativo das variações no segmento 1 do gene 
homC. Foram usadas 22 estirpes de referência de Helicobacter pylori. A sequência 
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da estirpe 26695 de origem Ocidental foi usada como referência. Os traços indicam 
delecções de nucleótidos. 
 
Relativamente ao segmento 2, verifica-se que, à semelhança do segmento 1, é 
também uma região muito variável do gene (similaridade mínima de 
aproximadamente de 43%), mas neste caso, as diferenças são observadas entre 
estirpes de conjuntos diferentes e entre estirpes do mesmo conjunto (Figura 10). 
Este padrão sugere a existência de variantes alélicas nesta região do gene. 
Em relação ao segmento 3, as sequências apresentam uma maior similaridade 
entre elas (cerca de 90%), sugerindo que esta região é bastante conservada nos 
três grupos de estirpes e entre eles. 
 
2.2.1.1. Análise do segmento 2 nas sequências do gene homC 
Devido ao elevado grau de polimorfismo observado no segmento 2 do gene 
homC, por um lado, e à tendência de formação de grupos não geográficos, por 
outro, procedeu-se a uma análise mais detalhada desta região, incluindo quer a 
análise das sequências de bases, quer das respectivas sequências proteicas. 
Assim, a partir de um alinhamento gerado com as proteínas putativas HomC 
(Figura 12), observou-se que nas estirpes clínicas e de referência estudadas, 
existem oito variantes alélicas distintas, denominadas AI, AII, AIII, AIV, AV, AVI, AVII 
e AVIII. Estas variantes foram identificadas em todas as estirpes estudadas, embora 
com diferentes frequências (Figura 13). 
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 410 420 430 440 450 460 470
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | .
AI I E A S A L N P E K L F GK T L N K V D I V E L R D I I H E F S H T K G Y T H N G NM T Y Q R V R L C Q E N GG A I Q E C E GG K E E L V N G K E E L K
AII . A P F . . D . . . . . . . N . . . . A . L A . . . . . . . Y G . . L . . . . . . . . . . . . . . . . . . G N . P E A R . . . . H . V E K . . . . . . E
AIII . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
AIV . A P F . . . . . . . . . . N . . . . V . L A . . . . . . . Y G . . L . . . . . . . . . . . . . . . . . . G N . P E V R . . . . H . V E K . . . . . . E
AV . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
AVI . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G N . P E V R . . . . H . V E K . . . . . . E
AVII . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G D . P E V R . . . . H . V E K . . . . . . E
AVIII . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
490 500 510 520 530 540 550
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | .
AI K E V K D Q D GY T Y D V C S F Y K D N H Q V Y T A S N Y P N S I Y T N C A Q V P A GL I G V T T A V WQQ L I N QN A L P I N F A N L N S P T N H L N A
AII H . . R . H . . . . . . . . . R F GG K N . P A F P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q . S . . .
AIII . . . . . . . . . . . N . . . R F GG K N . P A F P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q . S . . .
AIV H . . . . H . . . D . N . . . R F GG K N . P A F P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . Q A . Y . D
AV . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q A . Y . D
AVI H . . R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . Q A . Y . D
AVII H . . R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . G . . . . . . . . . . T . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . S . Q A . Y . D
AVIII . . . . . . . . . . . . . . . R F GG K N . P A F P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q A . Y . D
570 580 590 600 610 620 630
. . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | . . . . | .
AI A Q N F A T S I V S A I A Q N F S T T S T T T Y R S S S K N F R S P I L G V N V K I GY QH Y F N D Y I GL A Y Y G I I K Y N Y A K T N D E K I QQ L S Y
AII . . . . . . . M . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q . . . . Q A . . . . . . . . .
AIII . . . . . . . M . . . . . . . . . . . . . . . . H . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .
AIV . R A . V G . V F N . F N . S . . . S - - - - - - . A QQ S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q A . . . . N . . . .
AV . R A . . S . V F N . F N . . . L . S - - - - - - . T QQ S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . .
AVI . R A . . S . V F N . F N . . . L . S - - - - - - . A QQ S . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q . . N . . . . . . .
AVII V . . . . . . M . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . A . . . . . . . . .
AVIII . K A . V G . V F N . F N . . . L . S - - - - - - . A QQ S . . . . . . . A . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Q A . . . . . . . . .
Segmento 1 Segmento 2
Segmento 3
 
Figura 12: Alinhamento representativo das variações do segmento 2 (do 
aminácido 454 ao 590, assinalados com linhas a tracejado) das proteínas HomC de 
estirpes clínicas e de referência de Helicobacter pylori. A sequência da estirpe 26695 
que apresenta o alelo AI foi usada como referência. Os pontos indicam a presença 
de aminoácidos iguais à estirpe de referência e os traços indicam delecções. 
 
No geral, foram observados dois alelos predominantes, o alelo AI e AIV, 
presentes em 30,9 e 40,6% das estirpes, respectivamente, seguidos dos alelos AII e 
AIII, em 15,8 e 9,1% das estirpes, respectivamente. Os restantes alelos foram 
observados com menores frequências: o AV em 1,8% das estirpes, e os alelos AVI, 
AVII e AVIII, cada um, em 0,6% das estirpes de H. pylori (Figura 13). 
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Figura 13: Distribuição dos oito alelos do gene homC (AI-AVIII) em 165 estirpes 
clínicas e de referência de Helicobacter pylori. 
 
De seguida, foi estimada a frequência de cada alelo por grupo geográfico 


























Figura 14: Distribuição dos oito alelos do gene homC (AI-AVIII) em 165 estirpes 
clínicas e de referência de Helicobacter pylori de acordo com a origem geográfica 
(Ocidental, Oriental/Ameríndia e Africana). 
Resultados 
Rita Cordeiro                                                                                                                                                      - 66- 
Nas estirpes clínicas e de referência do grupo Ocidental observam-se todos os 
alelos excepto o alelo AIV, sendo o alelo AI o predominante (66,2%). Os alelos AII, 
AIII e AV têm uma frequência de 7,8, 18,2 e 3,9%, respectivamente, enquanto os 
alelos AVI, AVII e AVIII só foram observados cada um numa estirpe (1,3%). Nas 
estirpes do grupo Oriental/Ameríndio, apenas foram observados os alelos AII e AIV, 
sendo o alelo AIV o predominante (94,1%). No grupo Africano, foram observados os 
alelos AII, AIII e AIV, com prevalências de 80,0, 5,0 e 15,0%, respectivamente 
(Figura 14). 
Em resumo, o grupo Ocidental foi o que mostrou maior variabilidade alélica (sete 
alelos diferentes), enquanto que o grupo Oriental/Ameríndio foi o que mostrou menor 
variabilidade (apenas dois alelos diferentes). Foi possível detectar uma variante 
alélica predominante em cada grupo geográfico (AI para o grupo Ocidental, AIV para 
o grupo Oriental/Ameríndio e AII para o grupo Africano). De notar ainda que o alelo 
AI, predominante no grupo Ocidental, só foi observado neste grupo de estirpes, 
enquanto que o alelo AII é o único que é observado nos três grupos geográficos. 
Após a identificação das variantes alélicas, reavaliou-se a análise filogenética 
verificando-se que dentro de cada grupo geográfico existe uma segregação por 
variantes alélicas (Figura 15). 
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Figura 15: Análise filogenética de 167 sequências do gene homC de 142 estirpes 
clínicas e 25 estirpes de referência de Helicobacter pylori. O país de origem (Pt, 
Portugal; Fr, França; Sw, Suécia; Gr, Alemanha; USA, Estados Unidos da América; 
Br, Brasil; Col, Colômbia; Jp, Japão; Ko, Coreia do Sul, BF, Burquina-Faso) e a 
patologia (G, Gastrite; U, Úlcera péptica; C, Cancro gástrico) estão representados no 
início e fim da designação de cada estirpe clínica, respectivamente. O valor do 
índice de comprimento dos ramos está representado na árvore. Os números junto 
dos ramos principais indicam os valores de bootstrap ≥75% depois de 1000 
interacções. Os círculos a tracejado assinalam os oito alelos do gene homC 
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(AI-AVIII): vermelho, AI; azul, AII; amarelo, AIII; verde, AIV; roxo, AV; cinzento, AVI; 
laranja, AVII e preto, AVIII. 
 
De forma a avaliar as semelhanças e diferenças entre os vários alelos, foram 
gerados gráficos de similaridade a partir de sequências nucleotídicas representativas 
dos alelos definidos. 
Primeiramente, foi feita uma análise das sequências do gene homC por grupo 
geográfico incluindo todas as variantes alélicas observadas em cada grupo. Esta 
análise permite confirmar a região alélica como sendo o segmento 2, já que dentro 
de cada grupo geográfico, é o único dos três segmentos onde é observada elevada 
variabilidade (Figura 16). Por análise destes gráficos, verifica-se que o alelo AII (cor 
azul) é o que apresenta menor grau de similaridade com os alelos predominantes 
nos grupos Ocidental (alelo AI – cor vermelha, Figura 16A) e Oriental/Ameríndio 
(alelo AIV – cor verde, Figura 16B). 
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A – Grupo Ocidental
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B – Grupo Oriental/Ameríndio
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C – Grupo Africano
 
Figura 16: Representação gráfica da similaridade entre sequências de 
nucleótidos do gene homC de estirpes de Helicobacter pylori de origem geográfica 
diferente (A: 77 estirpes de origem Ocidental, B: 68 estirpes de origem Oriental e C: 
20 estirpes de origem Africana) apresentando os diferentes alelos homC. Os gráficos 
foram gerados com o modelo Kimura 2-parameter, uma janela de 200pb, um passo 
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de 20pb, sem Gap Strip e como referência a sequência do gene homC da estirpe de 
referência 26695 (HP0373) no gráfico A, o gene homC da estirpe 51 (KHP_0983) no 
gráfico B e da estirpe J99 (jhp1008) no gráfico C. Os alelos estão representados 
com cores diferentes: AI, vermelho; AII, azul; AIII, amarelo; AIV, verde; AV, roxo; 
AVI, laranja; AVII, cinzento e AVIII, preto. 
 
De seguida, construíram-se gráficos de similaridade por variante alélica 
(Figura 17). A análise destes gráficos também suporta a definição do segmento 2 
como a região alélica, já que dentro de cada alelo esta região é bastante 
conservada, independentemente da origem geográfica da estirpe, e contrariamente 
ao segmento 1 onde se observam nas sequências diferenças consoante a origem da 
estirpe. 
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Segmento 1 Segmento 3Segmento 2
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Figura 17: Representação gráfica da similaridade entre sequências de 
nucleótidos do gene homC de estirpes de Helicobacter pylori apresentando os 
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diferentes alelos homC (A: 51 estirpes do alelo AI a vermelho; B: 26 estirpes do alelo 
AII a azul; C: 15 estirpes do alelo AIII a amarelo e D: 68 estirpes do alelo AIV a 
verde). Os gráficos foram gerados com o modelo Kimura 2-parameter, uma janela de 
200pb, um passo de 20pb, sem Gap Strip e utilizando como referência a sequência 
do gene homC da estirpe de referência 26695 (HP0373) no gráfico A, J99 (jhp1008) 
no gráfico B, HPAG1 (HPAG1_1019) no gráfico C e 51 (KHP_0983) no gráfico D. Os 
alelos estão representados com cores diferentes: AI, vermelho; AII, azul; AIII, 
amarelo e AIV, verde. 
 
2.2.1.2. Distribuição dos alelos do gene homC de acordo com a patologia 
e perfil de virulência das estirpes 
Com o intuito de verificar uma possível associação entre os alelos do gene homC 
e a patologia associada ou o perfil de virulência das estirpes foi avaliada a 
distribuição dos alelos do gene homC tendo em conta estes dois parâmetros. Para 
esta análise foram excluídos os alelos pouco frequentes (AV, AVI, AVII e AVIII). 
Também as estirpes isoladas de doentes sem informação da patologia associada 
não foram incluídas nesta análise. 
Os valores de p apresentados referem-se à comparação entre ter ou não o alelo 
por patologia (gastrite ou úlcera péptica) ou o alelo por genótipo de virulência 
(genótipo virulento ou genótipo não virulento). Só são apresentados os valores de p 
com significado estatístico (p<0,05). 
A distribuição dos alelos do gene homC em 148 estirpes isoladas de doentes com 
gastrite, úlcera péptica (UP) e cancro gástrico está apresentada na Figura 18. No 
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geral, verifica-se uma maior prevalência do alelo AI na gastrite, enquanto que o alelo 
AII é mais prevalente na UP (57,1 e 72,0%, respectivamente). No entanto, apenas a 
associação entre o alelo AII e a UP apresenta significado estatístico (p=0,037). Os 
alelos AIII e AIV apresentam prevalências semelhantes tanto para a gastrite como 
para a UP. 
Em relação às estirpes isoladas de cancro gástrico, apresentam as variantes 
alélicas AI, AIII e AIV, mas nada de concreto se pode concluir visto haver um 











































Gastrite Úlcera Péptica Cancro Gástrico
p = 0,037
 
Figura 18: Distribuição dos alelos mais prevalentes do gene homC (alelos AI-AIV) 
em 148 estirpes clínicas e de referência de Helicobacter pylori de acordo com a 
patologia. 
 
A análise da distribuição dos alelos por patologia, dentro de cada grupo 
geográfico, mostra que no grupo Ocidental há uma associação entre o alelo AI 
(59,6%) e a gastrite e entre o alelo AII (66,7%) e a UP, embora sem significado 
estatístico. No grupo Oriental/Ameríndio, todas as estirpes do alelo AII foram 
Resultados 
Rita Cordeiro                                                                                                                                                      - 73- 
isoladas de casos de UP, e em relação ao alelo mais prevalente (alelo AIV) não se 
observa nenhuma associação com a patologia. No grupo Africano, todas as estirpes 
com os alelos AIII e AIV são isoladas de doentes com UP, apesar de o número de 
estirpes ser muito reduzido para tirar qualquer elação. Neste grupo geográfico, a UP 
é também a patologia mais frequente nas estirpes com o alelo AII (66,7%) (Figura 
19). 
Em resumo e comparando as patologias gastrite e UP, observa-se que o alelo AII, 
sendo o único alelo transversal aos três grupos geográficos, mantém nos três 






























































































































Figura 19: Distribuição dos alelos mais prevalentes do gene homC (AI-AIV) em 
143 estirpes clínicas e de referência de Helicobacter pylori de acordo com a 
patologia: gastrite e úlcera péptica em cada grupo geográfico considerado (grupos 
Ocidental, Oriental/Ameríndio e Africano). 
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Foi também avaliada a associação entre os alelos do gene homC e os genótipos 
de virulência de H. pylori, tais como, a presença ou ausência do ilhéu de 
patogenicidade cag, cujo marcador é o gene cagA, e o alelo s do gene vacA, em 127 
estirpes clínicas e de referência da amostra em estudo com genótipos previamente 
determinados121. Foram categorizadas como estirpes virulentas as estirpes positivas 
para o gene cagA e o alelo vacA s1 (alelo citotóxico) e estirpes não virulentas as 
estirpes negativas para o gene cagA e com o alelo vacA s2 (alelo não 
citotóxico)67,90,167. 
A distribuição dos alelos homC de acordo com o genótipo de virulência das 
estirpes está apresentada na Figura 20. No geral, as estirpes com os alelos AI, AII, 
AIII e AIV estão mais associadas ao genótipo virulento (72,1%, 84,2%, 63,6% e 
100,0%, respectivamente), sendo que a associação dos alelos AI e AIV com o perfil 
































































Figura 20: Distribuição dos alelos mais prevalentes do gene homC (AI-AIV) em 
127 estirpes clínicas e de referência de Helicobacter pylori de acordo com o genótipo 
de virulência. 
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Considerando a distribuição dos alelos pelos genótipos de virulência em cada 
grupo geográfico (Figura 21), observam-se as mesmas associações, no entanto, 
verifica-se que todas as estirpes do grupo Oriental/Ameríndio são do genótipo 
















































































































































































Figura 21: Distribuição dos alelos mais prevalentes do gene homC (AI-AIV) em 
127 estirpes clínicas e de referência de Helicobacter pylori de acordo com o genótipo 
de virulência, em cada grupo geográfico (Ocidental, Oriental/Ameríndio e Africano). 
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2.2.2. Sequências do gene homD 
Pela observação do gráfico de similaridade da Figura 22, verifica-se que as 
sequências do gene homD são bastante conservadas, corroborando o que se 
observou na análise filogenética. A divisão das estirpes por origem geográfica não 
se verifica neste caso. O elevado grau de similaridade entre as sequências 
analisadas não sugere a existência de variantes alélicas. No entanto, observa-se 
uma pequena região variável, localizada entre aproximadamente 1500-1600pb, onde 
um grupo de estirpes (Conjunto II) apresenta um menor grau de similaridade (cerca 
de 80%) com a estirpe de referência, estirpe 26695 de origem Ocidental. 
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Figura 22: Representação gráfica da similaridade entre 129 sequências do gene 
homD de estirpes de Helicobacter pylori de origem geográfica diferente. Os gráficos 
foram gerados com o modelo Kimura 2-parameter, uma janela de 200pb, um passo 
de 20pb, sem Gap Strip e como referência a sequência da estirpe de referência 
26695 (HP1453). 
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De seguida, foi realizada uma análise das respectivas sequências proteicas para 
avaliar as semelhanças e diferenças ao nível das proteínas. Assim, a partir de um 
alinhamento gerado com as proteínas HomD, verifica-se que a variação entre as 
estirpes observada no gráfico de similaridade deve-se a uma diferença de um 
péptido (GGQNQPAFPS) que difere entre as estirpes do conjunto I e as do conjunto 
II (KDKPYTAG). 
Curiosamente, o péptido de 10 aminoácidos da proteína HomD das estirpes do 
conjunto I também se observa nos alelos AII, AIII, AIV e AVIII do gene homC (Figura 
12). O péptido KDKPYTAG não existe em nenhuma variante alélica homC. 
A presença destes péptidos nas estirpes dos grupos geográficos definidos 
anteriormente para o gene homC (ponto 2.1.1) foi analisada, e verifica-se que as 
estirpes do conjunto I são na maioria de origem Ocidental (78,6%) enquanto que as 
estirpes do conjunto II são maioritariamente de origem Oriental/Ameríndia e Africana 
(82,5 e 94,7%, respectivamente). 
Ainda a partir do alinhamento gerado com as proteínas HomD, observa-se a 
existência de uma zona de repetições de motivos de Lisina-Prolina (KP) no terminal 
amino das proteínas (Figura 23). Este número de repetições varia entre 2-9 KP, 
sendo 5 KP o número de motivos repetidos mais frequentemente observado (53,5% 
das estirpes) (Figura 24). Consoante o número de repetições dos motivos de KP 
foram criados três intervalos: número baixo de repetições (≤4 KP), número 
intermédio (5-6 KP), número alto de repetições (≥7 KP). 
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Figura 23: Alinhamento representativo da variação das repetições dos motivos 
KP das proteínas HomD de estirpes clínicas e de referência de Helicobacter pylori. 
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Figura 24: Distribuição do número de repetições dos motivos KP (2-9 KP) das 
proteínas HomD em 129 estirpes clínicas e de referência de Helicobacter pylori. 
 
De seguida, foi realizada uma análise da distribuição do número de repetições 
dos motivos KP segundo a origem geográfica, nos grupos definidos anteriormente: 
Ocidental, Oriental/Ameríndio e Africano. Verifica-se que não existe nenhum padrão 
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específico de região geográfica, apenas que a repetição de 5 KP é a mais prevalente 
nos três grupos: 75,7% no grupo Ocidental; 55,0% no Ocidental/Ameríndio e 73,7% 
no Africano, seguida do padrão ≤4 KP, sendo o número de repetições ≥7 KP o 
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Figura 25: Distribuição do número de repetições dos motivos KP (2-9 KP) das 
proteínas HomD em 129 estirpes clínicas e de referência de Helicobacter pylori de 
acordo com a origem geográfica da estirpe. 
 
2.2.2.1. Distribuição dos motivos KP das proteínas HomD de acordo com a 
patologia e perfil de virulência das estirpes 
Foi igualmente avaliada a distribuição do número de repetições dos motivos KP 
segundo a patologia associada e o perfil de virulência das estirpes. 
No geral, verificou-se que existe uma correlação entre um menor número de 
repetições de motivos KP (≤4 KP) e a UP (66,7%) e o maior número de repetições 
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(≥7 KP) e a gastrite, mas sem significado estatístico (Figura 26). As repetições entre 
5-6 KP foram igualmente frequentes nas estirpes isoladas de gastrites (41,5%) e nas 
isoladas de úlceras (53,7%). Em relação às estirpes isoladas de cancro gástrico, não 
é possível tirar conclusões devido ao pequeno número de estirpes na amostra em 






































Nº de repetições de motivos KP
(n=49) (n=63) (n=4)
Gastrite Úlcera Péptica Cancro Gástrico
0,00,0
≤ 4 KP ≥ 7 KP5-6 
 
Figura 26: Distribuição do número de repetições dos motivos KP (2-9 KP) das 
proteínas HomD em 116 estirpes clínicas e de referência de Helicobacter pylori de 
acordo com a patologia (gastrite, úlcera péptica e cancro gástrico). 
 
Em relação ao genótipos de virulência, verifica-se que os padrões ≤4 KP e 5-6 KP 
são mais frequentes nas estirpes mais virulentas (82,4% e 74,6%, respectivamente), 
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Figura 27: Distribuição do genótipo virulento e do genótipo não virulento de 85 
estirpes clínicas de Helicobacter pylori de acordo com o intervalo das repetições dos 
motivos KP (2-9 KP) das proteínas HomD. 
 
2.3. Cálculo dos parâmetros evolutivos dos genes homC e homD 
Para compreender melhor a origem e a evolução destes genes, foram 
determinados alguns parâmetros evolutivos, a partir das sequências de nucleótidos 
e de aminoácidos dos genes homC e homD. Os parâmetros evolutivos foram 
determinados recorrendo ao programa MEGA 4, utilizando alinhamentos múltiplos 
gerados pelo programa BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9, pelo método 
ClustalW161 e utilizando Bootstrap Neighbor Joining Tree com 1000 réplicas, 
tendo-se calculado: distância molecular entre nucleótidos e entre aminoácidos e 
frequência de substituições sinónimas/não-sinónimas. 
As distâncias moleculares evolutivas foram estimadas através do número de 
substituições nucleotídicas per site entre duas sequências. São úteis para estimar o 
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tempo de divergência entre sequências, e são primariamente utilizadas como base 
na reconstrução filogenética. Este parâmetro foi calculado pelo método Kimura 
2-parameter83, que é idêntico ao método Jukes-Cantor 1-parameter76 mas 
assumindo que a proporção de transições é maior que a de transversões. 
As substituições sinónimas (Ks) são substituições nucleotídicas que não alteram a 
sequência de aminoácidos, enquanto que as substituições não-sinónimas (Ka) 
provocam alteração de aminoácidos. Assim, a “utilização” das substituições 
sinónimas está menos restringida do que as alterações não-sinónimas, e deverá 
reflectir, ainda que grosseiramente, a divergência entre sequências nucleotídicas. As 
diferenças não-sinónimas podem ser utilizadas como medida de constrangimentos 
funcionais das sequências, e a razão entre as substituições não-sinónimas e 
sinónimas (Ka/Ks) mede os constrangimentos funcionais corrigidos para o tempo de 
divergência entre as sequências. Estes parâmetros foram determinados pelo método 
Nei and Gojobori, que estima o número de substituições sinónimas e não-sinónimas 
para qualquer par de sequências111. Utiliza a fórmula do método Jukes-Cantor 
1-parameter76 para corrigir os alvos múltiplos, estimando o número de substituições 
dividido pelo número de potenciais sítios sinónimos e não-sinónimos. 
O tipo de selecção que está actuar ao nível dos aminoácidos pode ser detectado 
pela comparação entre a frequência das substituições sinónimas e não-sinónimas. A 
selecção positiva refere-se a uma selecção a favor das substituições não-sinónimas 
ao nível do DNA, onde a distância evolutiva baseada nas substituições 
não-sinónimas deverá ser maior do que a baseada nas sinónimas (Ka>Ks; 
Ka/Ks>1). A selecção purificadora refere-se a uma selecção a favor das 
substituições sinónimas, onde a distância evolutiva baseada nas substituições 
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sinónimas deverá ser maior do que a distância baseada nas substituições 
não-sinónimas (Ka<Ks; Ka/Ks<1). Este parâmetro foi determinado pelo teste de 
selecção codon-based Z-test para avaliar a probabilidade de rejeição da hipótese 
nula de evolução (Ka=Ks) a favor da selecção positiva ou purificadora112. 
 
2.3.1. gene homC 
Primeiramente, analisaram-se as sequências de nucleótidos e de aminoácidos 
correspondentes ao gene completo e aos segmentos 1, 2 e 3 do gene homC, 
incluindo todas as estirpes de H. pylori, e por grupo geográfico (Ocidental, 
Oriental/Ameríndio e Africano) (Tabela 7). 
Em relação às distâncias moleculares, os valores obtidos para todas as estirpes 
mostram que existe uma menor distância molecular entre as sequências de 
nucleótidos (0,110±0,004) e de aminoácidos (0,128±0,008) quando se analisa o 
gene completo, comparativamente com a análise por segmento. Observando 
segmento a segmento, verifica-se que nos segmentos 1 e 2 as sequências 
apresentam uma maior distância molecular do que o segmento 3, sendo mais 
elevada ao nível dos aminoácidos no segmento 2, corroborando os resultados 
obtidos no ponto 2.2.1.1, que mostram a existência de variantes alélicas. A distância 
observada no segmento 1 traduz provavelmente a dispersão geográfica das 
estirpes. O segmento 3 é o mais conservado quer a nível de nucleótidos quer de 
aminoácidos (0,072±0,005 e 0,039±0,008, respectivamente), corroborando os 
resultados anteriores (Figura 10). 
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Analisando as distâncias moleculares por origem geográfica, verifica-se que nos 
três grupos (Ocidental, Oriental/Ameríndio e Africano) a maior distância entre as 
sequências é observada apenas no segmento 2. Neste caso, o segmento 1 é mais 
conservado pois trata-se de uma análise em cada grupo geográfico. Comparando a 
distância molecular para o segmento 2 entre os três grupos geográficos, verifica-se 
que as sequências do grupo Ocidental apresentam uma maior distância molecular 
do que nos grupos Oriental/Ameríndio e Africano, o que está novamente de acordo 
com os resultados anteriores (ponto 2.2.1.1), que mostram que as estirpes do grupo 
Ocidental são as que apresentam maior diversidade alélica. 
Tendo em conta as substituições sinónimas e não-sinónimas, observa-se no geral 
uma maior frequência das primeiras em relação às segundas. Os valores da razão 
Ka/Ks para todas as estirpes e para os grupos de acordo com a origem geográfica 
foram muito semelhantes mantendo-se todos inferiores a 1, sugerindo uma selecção 
purificadora a actuar neste gene. Esta hipótese foi testada pelo método codon-based 
Z-test112 sendo suportada estatisticamente para todos os grupos (pZ-test<0,001). 
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Tabela 7: Análise das distâncias moleculares, substituições sinónimas e 
não-sinónimas para as sequências correspondentes ao gene completo e segmentos 




Ks& Ka& Ka/Ks# 
nucleótidos aminoácidos 
Todas as Estirpes (n=165) 
gene completo 0,110±0,004* 0,128±0,008 0,227±0,010 0,076±0,005 0,335±0,027 
segmento1 0,131±0,005 0,138±0,010 0,264±0,011 0,093±0,006 0,352±0,027 
segmento 2 0,168±0,010 0,197±0,021 0,273±0,016 0,138±0,016 0,505±0,066 
segmento 3 0,072±0,005 0,039±0,008 0,226±0,039 0,027±0,005 0,119±0,030 
Estirpes Grupo Ocidental (n=77) 
gene completo 0,056±0,003 0,059±0,005 0,147±0,009 0,031±0,003 0,211±0,024 
segmento 1 0,067±0,003 0,050±0,006 0,187±0,010 0,033±0,004 0,176±0,023 
segmento 2 0,106±0,007 0,113±0,013 0,209±0,017 0,076±0,009 0,364±0,052 
segmento 3 0,062±0,005 0,037±0,008 0,184±0,031 0,025±0,005 0,136±0,036 
Estirpes Grupo Oriental/Ameríndio (n=68) 
gene completo 0,027±0,002 0,025±0,002 0,074±0,006 0,013±0,001 0,176±0,020 
segmento 1 0,068±0,003 0,022±0,003 0,227±0,009 0,021±0,003 0,093±0,014 
segmento 2 0,079±0,006 0,041±0,007 0,240±0,040 0,033±0,006 0,138±0,034 
segmento 3 0,066±0,005 0,020±0,005 0,232±0,053 0,018±0,004 0,078±0,025 
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Ks& Ka& Ka/Ks# 
nucleótidos aminoácidos 
Estirpes Grupo Africano (n=20) 
gene completo 0,045±0,003 0,040±0,004 0,124±0,008 0,020±0,002 0,161±0,019 
segmento 1 0,062±0,003 0,033±0,005 0,193±0,012 0,024±0,003 0,124±0,017 
segmento 2 0,088±0,006 0,075±0,011 0,204±0,022 0,054±0,007 0,265±0,045 
segmento 3 0,062±0,005 0,028±0,007 0,202±0,046 0,021±0,004 0,104±0,031 
n, número de sequências analisadas. 
& Ks, substituições sinónimas; Ka, substituições não-sinónimas. 
* valor±erro. 
#
 pZ-test<0,001 para hipótese purificadora (Ka/Ks<1). 
 
Procedeu-se também à determinação dos parâmetros evolutivos nas sequências 
de nucleótidos e de aminoácidos correspondentes para o gene completo e para os 
segmentos 1, 2 e 3 de homC para cada variante alélica (AI, AII, AIII e AIV), 
exceptuando os alelos raros (Tabela 8). 
Comparando as distâncias moleculares, os valores obtidos para o gene completo 
das estirpes de cada alelo são muito semelhantes, e mostram que existe uma 
distância pequena entre as sequências. As sequências do alelo AIV são as que 
apresentam a distância molecular menor (0,028±0,002) e as sequências do alelo AII 
a distância maior (0,080±0,003). Nos segmentos 1, 2 e 3, verifica-se também que os 
valores das distâncias moleculares são muito semelhantes em todos os alelos, com 
a excepção do alelo AII que apresenta no segmento 1 uma distância molecular muito 
superior (0,107±0,004), o que era de esperar, pois este alelo está presente nos três 
Resultados 
Rita Cordeiro                                                                                                                                                      - 88- 
grupos de estirpes (Ocidental, Oriental/Ameríndio e Africano) e é no segmento 1 que 
existe a separação das estirpes segundo a origem geográfica. 
Tendo em conta as substituições sinónimas e não-sinónimas, nota-se que existe 
uma maior frequência de substituições sinónimas do que não-sinónimas e os valores 
da razão Ka/Ks obtidos para todos os alelos são muito semelhantes mantendo-se 
todos inferiores a 1, sugerindo uma selecção purificadora. Foi testada novamente a 
hipótese de selecção purificadora, sendo suportada estatisticamente (Tabela 8). 
 
Tabela 8: Análise das distâncias moleculares, substituições sinónimas e 
não-sinónimas para as sequências correspondentes ao gene completo e segmentos 




Ks& Ka& Ka/Ks# 
nucleótidos aminoácidos 
Estirpes Alelo I (n=51) 
gene completo 0,047±0,003* 0,046±0,004 0,135±0,009 0,022±0,002 0,163±0,018 
segmento 1 0,069±0,003 0,050±0,006 0,197±0,010 0,033±0,004 0,168±0,022 
segmento 2 0,067±0,005 0,048±0,010 0,190±0,025 0,031±0,006 0,163±0,038 
segmento 3 0,064±0,004 0,035±0,008 0,192±0,035 0,024±0,005 0,125±0,035 
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Ks& Ka& Ka/Ks# 
nucleótidos aminoácidos 
Estirpes Alelo II (n=26) 
gene completo 0,080±0,003 0,087±0,006 0,190±0,010 0,048±0,003 0,253±0,021 
segmento 1 0,107±0,004 0,119±0,009 0,206±0,011 0,078±0,006 0,379±0,035 
segmento 2 0,066±0,005 0,056±0,010 0,169±0,022 0,036±0,006 0,213±0,045 
segmento 3 0,058±0,005 0,040±0,009 0,173±0,036 0,025±0,005 0,145±0,042 
Estirpes Alelo III (n=15) 
gene completo 0,047±0,003 0,048±0,004 0,131±0,009 0,023±0,002 0,176±0,017 
segmento 1 0,085±0,003 0,045±0,006 0,266±0,018 0,034±0,004 0,128±0,017 
segmento 2 0,087±0,006 0,061±0,011 0,246±0,025 0,041±0,007 0,167±0,033 
segmento 3 0,081±0,006 0,042±0,009 0,255±0,031 0,031±0,006 0,122±0,028 
Estirpes Alelo IV (n=68) 
gene completo 0,028±0,002 0,024±0,003 0,085±0,005 0,011±0,001 0,129±0,014 
segmento 1 0,070±0,003 0,021±0,003 0,241±0,010 0,020±0,003 0,083±0,013 
segmento 2 0,078±0,006 0,032±0,007 0,250±0,040 0,028±0,006 0,112±0,030 
segmento 3 0,072±0,005 0,023±0,005 0,249±0,056 0,021±0,004 0,084±0,025 
n, número de sequências analisadas. 
& Ks, substituições sinónimas; Ka, substituições não-sinónimas. 
* valor±erro. 
#
 pZ-test<0,001 para hipótese purificadora (Ka/Ks<1). 
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2.3.2. gene homD 
As sequências de nucleótidos e de aminoácidos do gene homD foram analisadas 
sendo determinados os parâmetros evolutivos que se encontram resumidos na 
Tabela 9. 
Em relação às distâncias moleculares, os valores obtidos mostram que existe 
uma conservação a nível dos nucleótidos e dos aminoácidos, corroborando os 
resultados obtidos com as árvores filogenéticas (Figura 9) e a análise de 
similaridade (Figura 22). 
A análise das substituições sinónimas e não-sinónimas, mostrou uma maior 
frequência para as substituições sinónimas do que para as não-sinónimas e o valor 
da razão Ka/Ks obtido foi inferior a 1, sugerindo novamente uma selecção 
purificadora. A hipótese de selecção purificadora foi testada, sendo suportada 
estatisticamente (pZ-test<0,001). 
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Tabela 9: Análise das distâncias moleculares, substituições sinónimas e 
não-sinónimas para as sequências correspondentes ao gene completo do gene 
homD. 
Sequências homD (n=129) 
Distância molecular  
nucleótidos 0,052±0,002* 
aminoácidos 0,043±0,004 
 Ks& 0,167±0,010 
 Ka& 0,023±0,003 
 Ka/Ks# 0,138±0,020 
n, número de sequências analisadas. 
& Ks, substituições sinónimas; Ka, substituições não-sinónimas. 
* valor±erro. 
#
 pZ-test<0,001 para hipótese purificadora (Ka/Ks<1). 
 
3. ANÁLISE IN SILICO DA PROTEÍNA HomD 
As sequências de proteínas HomD de H. pylori foram analisadas in silico 
prevendo-se a sua imunogenicidade baseada nos parâmetros: índice de 
antigenicidade, hidrofilicidade e a probabilidade de exposição à superfície, utilizando 
o programa Protean software, DNASTAR package (Version 5.0). 
Os índices de antigenicidade foram determinados pelo método de 
Jameson-Wolf 75 que prevê índices de antigenicidade combinando valores de 
hidrofilicidade e probabilidade de exposição à superfície. A hidrofilicidade foi 
determinada pelo método Kyte-Doolittle89 que prevê as regiões hidrofílicas da 
proteína a partir das suas sequências de aminoácidos atribuindo valores a todos os 
aminoácidos. A probabilidade de exposição à superfície foi calculada pelo método 
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Emini49 que prevê a probabilidade de uma determinada região encontrar-se à 
superfície com tendência ao longo de um intervalo de cinco aminoácidos. 
Para tal, três sequências de proteínas foram analisadas tendo em conta o menor 
(2 KP), o intermédio (5 KP) e o maior (9 KP) número de repetições de motivos KP, 
baseadas em: uma estirpe para 2 KP, na sequência consensus de 69 estirpes para 5 
KP e na sequência consensus de sete estirpes para 9 KP. A Figura 28 mostra os 
perfis de cada parâmetro obtido. Foram identificados vários motivos de aminoácidos 
potencialmente imunoreactivos em que os valores dos parâmetros em análise 
sobem em comparação com as regiões adjacentes (resultados não mostrados). No 
entanto, a região das repetições dos motivos KP foi a região que exibiu os valores 
mais elevados (índice de antigenicidade: 6,82; probabilidade de exposição à 
superfície: 2,95 e hidrofilicidade: 2,71). E a extensão desta região é proporcional ao 
número de repetições. A título de exemplo, comparam-se estes valores com o valor 
médio obtido para a região da proteína antes e depois das repetições (Figura 28). 
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Região de repetições 




1,28 6,82 1,11  
0,18 2,95 0,29  
0,12 2,71 0,44  
 
 
Figura 28: Representação gráfica dos perfis de índice de antigenicidade de 
probabilidade de exposição à superfície da bactéria e de hidrofilicidade e de 
sequências de proteínas HomD exemplificativas do número menor (2 KP), número 
intermédio (5 KP) e maior (9 KP) número de repetições de motivos KP nas proteínas 
HomD. No quadro, estão representados os valores médios dos parâmetros 
avaliados na região com 9 repetições de motivos KP, e nas regiões antes e depois 
das repetições. 
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4. ENSAIOS IN VITRO 
Para avaliar a contribuição das proteínas HomC e HomD para as características 
pro-inflamatórias de H. pylori e o papel destas proteínas na adesão de H. pylori à 
mucosa gástrica foram realizados ensaios de indução da secreção in vitro da 
citocina inflamatória IL-8 e ensaios de aderência in vitro. Para tal, utilizaram-se duas 
estirpes de referência de H. pylori, 26695 e J99, sete estirpes selvagens e as 
correspondentes sete estirpes mutantes para os genes homC e homD (Tabela 10). 
 
Tabela 10: Características das estirpes de Helicobacter pylori e dos respectivos 
genes homC e homD utilizados para a construção dos mutantes. 
Nº estirpe# Patologia* cag PAI 








36/00 G - 2118 AIII  2241 5 
565/99 G - 2118 AI  2235 5 
351/99& UP + 2091 AV  2247 6 
417/02 UP + 2109 AI  2241 5 
559/02 UP + 2118 AII  2247 6 
771/99& UP + 2118 AI  2247 6 
1776/05 UP + 2118 AI  2235 5 
#
 Todas as estirpes foram isoladas de indivíduos de nacionalidade Portuguesa. 
* G, gastrite; UP, úlcera péptica. 
&
 Para estas duas estirpes não foi possível obter mutantes para o gene homD. 
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A secreção de IL-8 pelas células epiteliais é dependente da presença do ilhéu de 
patogenicidade cag PAI funcional. Como esperado, a quantidade média de secreção 
de IL-8 foi mais alta para as estirpes positivas para o ilhéu cag PAI (656,0pg/ml) do 
que para as estirpes negativas (50,3pg/ml) (Figura 29A). Considerando as estirpes 
positivas para cag PAI, os níveis de secreção de IL-8 obtidos para as estirpes 
351/99, 559/02 e 1776/05 mutantes para o gene homC foram significativamente 
mais baixos (p<0,05) que os valores obtidos para as estirpes selvagens. A estirpe 
417/02 mutante para o gene homC também mostrou níveis de secreção de IL-8 mais 
baixos, mas não significativos, quando comparada com a estirpe selvagem. O 
mesmo não foi observado para a estirpe 771/99. Em relação às estirpes negativas 
para cag PAI (36/00, 565/99), também foi observada uma redução significativa na 
secreção de IL-8 em ambas as estirpes. Tendo em conta as estirpes mutantes para 
o gene homD, apenas se verificou uma redução, mas não significativa, da secreção 
de IL-8 nas estirpes 417/02 e 36/00. 
Nos ensaios de adesão, todas as estirpes de H. pylori estudadas mostraram 
capacidade de aderir às células epiteliais gástricas humanas (Figura 29B). A 
disrupção no gene homC nas estirpes 36/00, 351/99 e 417/02, levou a uma 
diminuição significativa na adesão às células epiteliais gástricas. No entanto, o 
mesmo não se verificou para a estirpe 565/99, que mostrou uma redução dos níveis 
de adesão mas não significativa, e nas estirpes 559/02, 771/99 e 1776/05, que não 
mostraram nenhuma redução. Relativamente ao gene homD, e considerando que a 
adesão da bactéria é essencial para a indução da IL-8, não foram realizados os 
ensaios de adesão pois não houve diferença estatisticamente significativa nos 
ensaios de indução de secreção de IL-8 para os mutantes homD. 
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Figura 29: Ensaios in vitro da indução da secreção de IL-8 (A) e de adesão às 
células epiteliais gástricas (B), utilizando estirpes selvagens e mutantes de 
Helicobacter pylori para os genes homC e homD. Foram utilizadas duas estirpes de 
referência de Helicobacter pylori, J99 e 26695, e sete estirpes selvagens (vermelho) 
e as correspondentes estirpes mutantes para o gene homC (azul) e o gene homD 
(amarelo), das quais cinco são cag PAI-positivas (351/99, 417/02, 559/02,771/99 e 
1776/05) e duas cag PAI-negativas (36/00 e 565/99). Os valores correspondem à 
Resultados 
Rita Cordeiro                                                                                                                                                      - 97- 
média de triplicados (±erro). *Reduções significativas (p<0,05) nos níveis de 
secreção de IL-8 e de adesão. 
 
5. AVALIAÇÃO DAS PROPRIEDADES ANTIGÉNICAS DE HomC E HomD. 
A antigenicidade das proteínas HomC e HomD foi avaliada através da construção 
de proteínas recombinantes e o seu carácter antigénico foi determinado por 
Western blot com soros de doentes. 
As proteínas recombinantes HomC e HomD (rHpHomC e rHpHomD, 
respectivamente) foram preparadas utilizando o vector de fusão 
Glutationa-S-Transferase (GST) pGEX-4T-3 (GE Healthcare) e as ORFs 
correspondentes aos genes homC e homD da estirpe de referência 26695. Após 
várias tentativas, a etapa da clonagem do gene homC no vector de expressão não 
foi bem sucedida, pelo que os resultados mostrados são só referentes à proteína 
rHpHomD. 
Os lisados proteicos da cultura não induzida e induzida com IPTG, 
correspondentes à proteína rHpHomD, foram separados por SDS-PAGE num gel a 
10% e corados com solução de azul de Coomassie. Pela análise do gel de 
SDS-PAGE (Figura 30), verificou-se a produção da rHpHomD ao longo de um 
período de 3h de indução por IPTG. De seguida, os lisados proteicos da cultura não 
induzida e induzida ao fim de 3h com IPTG foram novamente separados por 
SDS-PAGE num gel a 10% e transferidos para uma membrana de PVDF, para 
incubação com diferentes soros, em ensaios de Western blot. 
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Figura 30: Lisados proteicos separados por SDS-PAGE e corados com solução 
de azul de Coomassie da cultura não induzida e induzida com IPTG, 
correspondentes à proteína rHpHomD. As linhas 1 e 7 representam o marcador de 
peso molecular Precision Plus ProteinTM Standards (com fragmentos de 10 kDa a 
250 kDa) (Bio Rad Laboratories Ltd.); linhas 2-6 lisados proteicos da cultura não 
induzida nos tempos 0min, 30min, 1h, 2h e 3h; linhas 8-11 lisados proteicos da 
cultura induzida nos tempos 30min, 1h, 2h e 3h. A seta indica a banda 
correspondente à proteína rHpHomD. 
 
A membrana foi incubada separadamente com uma pool de cinco soros de 
doentes com um título positivo de IgG anti-H. pylori, previamente determinado com 
um kit comercial Pyloriset EIA-G III, e uma pool de cinco soros de doentes com um 
título negativo de IgG anti-H. pylori, que foi utilizada como controlo negativo. Com a 
pool de soros positivos obtiveram-se perfis complexos, com ligação dos anticorpos a 
diversas proteínas. No entanto, comparando os lisados proteicos induzido e não 
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induzido, verificou-se uma forte reacção dos soros positivos com uma proteína 
presente no lisado induzido, de tamanho molecular aproximado de 100 kD, ausente 
no lisado não induzido. Esta ligação foi também observada com o anticorpo 
anti-GST na cultura induzida, confirmando que se trata da proteína rHpHomD. Com 
a pool de soros negativos, também se observou uma ligação mais fraca a algumas 
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Figura 31: Análise da antigenicidade da proteína recombinante HomD em lisados 
proteicos separados por SDS-PAGE da cultura induzida e não induzida com IPTG 
durante 3h: as linhas 2 e 3 pool de soros humanos positivos para IgG 
anti-Helicobacter pylori; linhas 5 e 6 pool de soros humanos negativos para IgG 
anti-Helicobacter pylori; e linhas 8 e 9 soro anti-GST. As linhas 1, 4, 7 e 10 
representam o marcador de peso molecular Precision Plus ProteinTM Standards (com 
fragmentos de 10 kDa a 250 kDa). 
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Capítulo V: Discussão e Conclusão 
 
O presente trabalho teve como objectivo o estudo de dois membros das OMPs de 
H. pylori, homC e homD, nomeadamente o estudo da sua diversidade genética e 
evolução, e o esclarecimento do seu papel na virulência de H. pylori. 
Primeiramente, foi avaliada a distribuição e diversidade genómica dos genes 
homC e homD, num painel de 189 estirpes de H. pylori isoladas de doentes de 
origem geográfica diferente e apresentando diversas gastropatologias, através de 
representações gráficas de similaridade, análise de filogenia e determinação de 
parâmetros evolutivos, nas sequências de nucleótidos e respectivas sequências de 
aminoácidos previstas. 
A análise dos genes homC e homD revelou a presença de uma ORF completa em 
todas as estirpes de H. pylori analisadas, e conservação ao nível do número de 
cópias e localização genómica, independentemente da patologia ou da origem 
geográfica da estirpe. A presença de uma cópia de cada gene em todas as estirpes 
sugere que estes genes que codificam para OMPs estão sobre pressão selectiva 
para serem mantidos na bactéria, como já foi descrito para outros genes codificantes 
de OMPs, tais como homA/homB, babA/babB, sabA e oipA72,95,118,173. 
Em relação ao gene homC, a reconstrução filogenética sugere uma influência 
baseada na origem geográfica, com as estirpes de origem Ocidental, 
Oriental/Ameríndio e Africano a apresentarem uma maior divergência entre elas. 
Esta divergência foi também observada noutros genes de H. pylori, tais como, genes 
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de virulência (cagA, vacA), genes housekeeping e genes que codificam outras 
OMPs, nomeadamente homA/homB e babA/babB1,82,120,137. 
Os gráficos de similaridade também mostraram a segregação das estirpes por 
origem geográfica, expressa no segmento 1 do gene homC. Foi também observado 
no segmento 2 um maior nível de diversidade, que se traduz em diferentes variantes 
alélicas, sendo o segmento 3 o mais conservado. Estes resultados sugerem que a 
divergência no segmento 1 estará directamente relacionada com uma forte pressão 
selectiva do hospedeiro. Já o grau de variabilidade do segmento 2 do gene homC, 
suporta a hipótese de que este gene possa estar envolvido na geração de 
diversidade antigénica, no entanto, a hipótese de selecção por parte do hospedeiro 
também não pode ser descartada, já que são observados alelos específicos de 
região geográfica. A variação alélica também foi descrita para outros membros da 
família das OMPs, tais como genes homA/homB, babA/babB, hopQ e hopZ, que 
partilham um perfil genómico segmentado conservado, com a existência de pelo 
menos duas variantes alélicas altamente conservadas25,120,132,137. Contrariamente 
aos segmentos 1 e 2, a conservação do segmento 3 do gene homC sugere que esta 
região possa codificar porções da proteína essenciais para a função ou integridade 
estrutural destas moléculas. 
Para o gene homC, foram identificadas oito variantes alélicas diferentes (alelos AI 
a AVIII), bastante conservadas, sendo três delas predominantes, alelos AI, AII e AIV, 
e dependentes da origem geográfica da estirpe. O alelo AI é predominante e 
exclusivo das estirpes do grupo Ocidental, e o alelo AIV é predominante nas estirpes 
do grupo Oriental/Ameríndio e não foi observado nas estirpes do grupo Ocidental. Já 
o alelo AII é predominante nas estirpes do grupo Africano e é o único transversal aos 
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três grupos geográficos. A presença do alelo AII nos três grupos de estirpes de 
origem geográfica diferente reflecte a evidência de que H. pylori já colonizava o 
Homem antes das migrações de África91, e sugere que as outras variantes alélicas 
possam ter resultado da adaptação ao hospedeiro visto haver especificidade 
geográfica de algumas variantes. O alelo AVIII foi apenas encontrado na estirpe de 
referência de H. pylori B8, que é uma estirpe adaptada ao Gerbil (Esquilo da 
Mongólia)55, sugerindo também que as diferentes variantes alélicas do gene homC 
estão provavelmente envolvidas na adaptação da bactéria ao hospedeiro. 
No geral, o alelo AII foi significativamente associado à UP, no entanto, quando se 
considerou individualmente cada grupo geográfico, apenas foi obervada uma 
tendência sem significado estatístico, provavelmente devido ao pequeno número de 
estirpes estudadas em cada caso. O alelo AI também mostrou ter uma associação 
com a gastrite nas estirpes do grupo Ocidental, mas sem significado estatístico, 
enquanto que o alelo IV não apresentou nenhuma correlação com a patologia. Os 
alelos AI e AIV mostraram uma correlação significativa com o perfil mais virulento. 
Estes resultados também sugerem que as variantes alélicas podem constituir 
marcadores da patologia gástrica e da virulência da estirpe. Tal como já foi 
reportado para o gene hopQ, em que os alelos podem ser indicadores úteis para 
identificar estirpes de H. pylori ulcerogénicas. De facto, foi demonstrado que o alelo 
hopQ tipo I é significativamente mais frequente nas estirpes cag PAI+/vacAs1 
isoladas de doentes com úlcera péptica do que nas estirpes cag PAI-/vacAs2 
isoladas de doentes sem doença ulcerosa25. 
Contrariamente ao gene homC, o gene homD mostra, no geral, uma maior 
conservação genómica independentemente da origem geográfica das estirpes 
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analisadas. No entanto, pela análise filogenética, é também possível observar 
segregação das estirpes por região geográfica, embora menos marcada que para o 
gene homC. 
O elevado grau de similaridade entre as sequências do gene homD analisadas 
não sugere a existência de variantes alélicas. A diferença maioritária entre as 
sequências deste gene foi a presença de uma pequena região variável, que pode 
codificar para um péptido de 10 aminoácidos específico, perfil este mais prevalente 
nas estirpes de origem Ocidental do que nas estirpes de origem Oriental/Ameríndia 
e Africana. O facto de este péptido existir também em quatro alelos do gene homC 
(alelos AII, AIII, AIV e AVIII), sendo três deles os mais prevalentes, sugere a 
existência frequente de fenómenos de recombinação entre estes membros da 
família hom. Estes eventos de recombinação foram já descritos para outros genes 
desta família, homA e homB, tendo-se demonstrado que estão envolvidos no 
aumento da variabilidade alélica, onde as variantes alélicas mais prevalentes 
resultaram da recombinação entre os alelos mais raros. Globalmente, estes 
resultados sugerem que as novas combinações genéticas podem proporcionar uma 
vantagem biológica às estirpes de H. pylori119. A recombinação intergenómica em 
alguns genes parólogos que codificam para OMPs pode ocorrer durante a infecção, 
reflectindo a pressão selectiva, por exemplo, para a adesão, e diferir em diferentes 
hospedeiros, bem como no mesmo indivíduo ao longo do tempo de infecção3,151. 
No terminal-N das proteínas HomD foi observada uma zona de repetições de 
motivos de Lisina-Prolina (KP) que varia entre 2-9 KP, sendo 5 KP o número de 
motivos repetidos mais frequentemente observado. No geral, verificou-se uma 
correlação entre um menor número de repetições de motivos KP (≤4 KP) e a UP e o 
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maior número de repetições (≥7 KP) e a gastrite, no entanto, sem significado 
estatístico, provavelmente devido ao reduzido número de casos analisados. Estes 
resultados sugerem que o perfil de repetições KP possa constituir um marcador de 
doença gástrica, no entanto, será necessário avaliar um maior número de estirpes. 
Não foi observada nenhuma correlação entre o número de repetições KP e a 
virulência da estirpe. 
A região com a repetição dos motivos KP foi também descrita noutra proteína de 
H. pylori, TonB, que está implicada no transporte do ferro em várias espécies de 
bactérias Gram negativas e que foi mostrada ser muito imunogénica, podendo 
constituir um candidato promissor como antigénio para uma vacina79,103. Um destes 
estudos mostrou também que a antigenicidade estava relacionada com a região de 
motivos repetidos KP, pois esta região está acessível aos anticorpos e induz uma 
forte resposta imunitária no hospedeiro103. A corroborar estes dados, a análise in 
silico da proteína HomD mostrou que a região com a repetição dos motivos KP é a 
que exibe valores mais elevados de índice de antigenicidade, de probabilidade de 
exposição à superfície e de hidrofilicidade, sugerindo o seu carácter imunogénico. 
De facto, os ensaios de Western blot mostraram que a proteína recombinante HomD 
(rHpHomD) é bastante imunoreactiva à pool de soros de doentes com um título 
positivo de IgG anti-H. pylori. A antigenicidade de HomD também já tinha sido 
descrita anteriormente em estudos de análise de fracções de OMPs de H. pylori por 
electroforese bidimensional, espectrometria de massa e Western blot118. No geral, 
estes resultados sugerem que a proteína HomD é um potencial antigénio de H. pylori 
e poderá constituir um novo alvo vacinal ou terapêutico. Além disso, dado que a 
região de repetições de motivos KP é uma região variável de estirpe para estirpe, 
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pode especular-se que esta variação terá alguma importância biológica para a 
bactéria. 
No que diz respeito aos parâmetros evolutivos, a determinação da distância 
molecular no gene homC, mostrou que as estirpes do grupo Ocidental apresentam 
uma maior distância molecular, enquanto que o grupo Oriental/Ameríndio apresenta 
uma menor variabilidade. O gene homD mostrou uma maior conservação a nível das 
sequências de nucleótidos e de aminoácidos. A análise das substituições sinónimas 
e não-sinónimas de ambos os genes homC e homD, mostrou uma maior frequência 
para as substituições sinónimas do que para as não-sinónimas e o valor da razão 
Ka/Ks obtido (<1) sugere uma selecção purificadora a actuar nestes genes, 
reflectindo uma pressão selectiva a favor da conservação destas OMPs na evolução 
da bactéria. A conservação destas OMPs sugere uma importância na adaptação 
e/ou sobrevivência da bactéria no hospedeiro. 
De modo a esclarecer o papel destas proteínas na virulência de H. pylori, foram 
realizados estudos funcionais, avaliando a contribuição das proteínas HomC e 
HomD para as características pro-inflamatórias de H. pylori e o papel destas 
proteínas na adesão de H. pylori à mucosa gástrica, utilizando estirpes selvagens e 
as correspondentes estirpes mutantes para os genes homC e homD em ensaios in 
vitro. 
A inactivação do gene homC causou uma redução significativa na produção de 
IL-8 na maior parte das estirpes positivas para o ilhéu cag PAI. Em relação às 
estirpes negativas para cag PAI, também se observou uma redução significativa na 
secreção de IL-8. No entanto, nas estirpes mutantes para o gene homD, verificou-se 
uma redução, mas não significativa, da secreção de IL-8 em apenas duas das 
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estirpes estudadas, uma positiva e outra negativa para cag PAI. Estes resultados 
sugerem que o gene homC é capaz de promover uma resposta pro-inflamatória 
pelas células epiteliais gástricas. O mesmo não se observa para o gene homD. 
A activação das vias de sinalização nas células do hospedeiro, que levam à 
síntese da citocina IL-8, pressupõe a adesão da bactéria às células gástricas. É esse 
estado que permite à bactéria injectar, através dos sistemas de secreção, 
peptidoglicano e a proteína CagA166. Assim, a adesão será sempre um mecanismo a 
montante da activação das vias de sinalização. Neste sentido seria de esperar um 
envolvimento do gene homC no mecanismo de adesão. Os ensaios in vitro de 
adesão mostraram que a disrupção do gene homC não levou a uma diminuição 
significativa na adesão às células epiteliais gástricas na maioria das estirpes. Assim, 
o facto de a disrupção do gene não ter impedido completamente a adesão sugere 
que HomC não será das principais OMPs envolvidas neste mecanismo. De facto, 
sabe-se que a aderência de H. pylori ao epitélio gástrico humano é mediada 
principalmente pelas adesinas BabA e SabA8,95. 
Em conclusão, os resultados obtidos neste estudo sugerem que o gene homC 
estará implicado na interacção entre H. pylori e o hospedeiro, contribuindo para a 
virulência desta bactéria. O gene homD parece ser um importante antigénio de 
H. pylori, e devido à sua elevada conservação a nível mundial, poderá constituir um 
novo alvo vacinal ou terapêutico. 
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Anexos 
 
Anexo I: ISOLAMENTO, IDENTIFICAÇÃO E CONSERVAÇÃO DE ESTIRPES DE 
Helicobacter pylori 
 
Reagentes e Material: 
• Meio HP selectivo (Agar Wilkins Chalgrin suplementado com Vancomicina 
(10mg/ml), Trimetroprim (5mg/ml), Fungizona (1ml), Cefsulodina (2mg/ml) e 
com 10% de sangue de cavalo) (Biogerm) 
• Meio HP não selectivo (Agar Wilkins Chalgrin suplementado com 10% de 
sangue de cavalo) (Biogerm) 
• Meio TSB (Trypticase Soya Broth) com 15% de Glicerol 









Descongelou-se um tubo contendo a estirpe conservada a -80ºC em TBS com 
15% de glicerol, e semeou-se o homogeneizado em meio selectivo (HP selectivo) e 
em meio não selectivo (HP não selectivo). De seguida, as placas foram incubadas a 
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37ºC, em atmosfera de microaerofilia (5% de O2, 10% de CO2 e 85% de N2). A 
atmosfera foi obtida por um sistema gerador de gás AnoxomatTM. Prolongou-se a 




Foi observada a morfologia típica das colónias de H. pylori (pequenas, brilhantes, 
convexas e translúcidas). Foi realizada coloração de Gram de forma a confirmar a 
morfologia espiralada e a percentagem de células cocóides. 
 
Conservação: 
Após 48h, recuperou-se a cultura bacteriana, tendo-se preparado uma suspensão 
bacteriana em 0,5ml de meio TBS com 15% de glicerol, e distribuiu-se em dois tubos 
de congelação, que foram guardados a -80ºC. 
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Anexo II: EXTRACÇÃO DE DNA GENÓMICO 
 
A extracção de DNA genómico foi realizada pelo kit QIAamp® DNA Mini (Qiagen 
GmbH), segundo as instruções do fabricante. 
 
Reagentes e Material: 
• Kit QIAamp® DNA Mini (Qiagen GmbH), contendo os seguintes reagentes: 
o Tampão ATL 
o Proteinase K 
o Tampão AL 
o Tampão AW1 
o Tampão AW2 
o Tampão AE 
o Colunas e tubos colectores 
• Etanol a 96% v/v (Panreac Química S.A.U., Barcelona, Espanha) 
 
Equipamento: 
• Centrífuga 5415R (Eppendorf) 
• Banho Thermomixer compact (Eppendorf, Madrid, Espanha) 
• Micropipetas (Eppendorf) 
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Procedimento: 
A extracção de DNA genómico de cada estirpe foi realizada a partir da cultura de 
uma placa de meio HP não Selectivo. As células foram ressuspendidas em 180µl de 
tampão ATL, de seguida adicionou-se 20µl de Proteinase K e incubou-se a 56ºC até 
lise completa (1-3h). Após a lise celular, adicionou-se 200µl de tampão AL, 
homogeneizou-se no vórtex e incubou-se a 70ºC por 10min. Depois foram 
adicionados 200µl de Etanol 96-100% à amostra, homogeneizou-se no vórtex, 
aplicou-se toda a mistura numa coluna QIAamp Mini Column com um tubo colector 
de 2ml e centrifugou-se a 8000rpm durante 1min. Descartou-se o tubo com o 
sobrenadante, colocou-se a coluna num tubo colector limpo e adicionou-se 500µl de 
tampão AW1. Centrifugou-se seguindo o mesmo procedimento. Adicionou-se 500µl 
de tampão AW2 e centrifugou-se a velocidade máxima durante 3min. Descartou-se o 
tubo com o sobrenadante, colocou-se a coluna num tubo colector limpo e voltou-se a 
centrifugar nas mesmas condições. Para a etapa da eluição, colocou-se a coluna 
num tubo “Eppendorf” de 1,5ml e adicionou-se 50µl de tampão AE. Deixou-se 
incubar à temperatura ambiente durante 1min e centrifugou-se a 8000rpm durante 
1min. O DNA extraído foi guardado a -20ºC. 
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• Agarose UltraPureTM (Invitrogen S.A) 
• Tampão TBE 0,5X (0,045M Tris; 0,045M Ácido bórico; 0,01M EDTA) 
• GelRedTM (10,000x) (Biotium Inc) 
• Solução de aplicação (0,25% Azul bromofenol; 0,25% Xileno cianol; 15% 
Ficoll; 120mM EDTA) 
• Marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder (Invitrogen S.A) 
 
Equipamento: 
• Tina de electroforese de mini geis horizontal i Mupid (Eurogentec S.A, 
Seraing, Bélgica) 
• Transluminador Gel Doc 2000 (Bio Rad Laboratories Ltd.) 
• Aparelho fotográfico P93 (Mitsubishi Electric Europe B.V., Barcelona, 
Espanha) 
• Micropipetas (Eppendorf) 
 
Procedimento: 
A agarose foi pesada (1,2g para gel de 1%) e dissolvida, por meio de calor, em 
tampão TBE 0,5X (120ml). Após o arrefecimento da agarose, adicionou-se o Gel 
RedTM (1,5µl) e distribui-se o preparado pelo tabuleiro, colocando o pente apropriado 
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para a aplicação das amostras. Estes volumes permitem preparar dois géis de 25ml 
e quatro de 15ml. 
Depois de o gel ter solidificado, colocou-se na tina de electroforese e encheu-se a 
tina com tampão TBE 0,5X, de modo a que o gel fique completamente imerso. De 
seguida, colocaram-se as amostras (5µl produto de amplificação + 2µl solução de 
aplicação) e o marcador de peso molecular nos poços e procedeu-se à corrida com 
uma voltagem constante de 100V, durante 30min. No fim, monitorizou-se o gel no 
transiluminador e tirou-se uma fotografia. 
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Figura 32: Representação do marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder com 
fragmentos de DNA de 500 pb a 12 Kb (Adaptado de 
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/10787017.pdf).
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Anexo V: PURIFICAÇÃO DE PRODUTOS DE AMPLIFICAÇÃO 
 
A purificação dos produtos de amplificação foi realizada com o kit JETQUICK PCR 
Purification Spin (Genomed GmbH), segundo as instruções do fabricante. 
 
Reagentes e Material: 
• Kit JETQUICK PCR Purification Spin (Genomed GmbH), contendo os 
seguintes reagentes e material: 
o Tampão H1 (Ligação: Hidrocloreto de guanidina e Isopropanol) 
o Tampão H2 (Lavagem: Etanol, NaCl, EDTA e Tris-HCl) 
o Tampão TE (Eluição: 10mM Tris-HCl pH=8) 
o Colunas e tubos colectores 
• Etanol a 96% v/v (Panreac Química S.A.U., Barcelona, Espanha) 
 
Equipamento: 
• Centrífuga 5415R (Eppendorf) 
• Micropipetas (Eppendorf) 
 
Procedimento: 
Primeiramente, procedeu-se a uma centrifugação rápida do produto amplificado 
para que todo o conteúdo se deposite completamente no fundo do tubo, de seguida 
adicionou-se tampão H1 (tampão de ligação à coluna) numa proporção 4:1. 
Colocou-se uma coluna num tubo colector e transferiu-se todo volume para a coluna. 
Depois centrifugou-se a 14000rpm durante 1min, rejeitou-se o eluído e colocou-se a 
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coluna no mesmo tubo colector. De seguida, adicionou-se 500µl de tampão H2 
(tampão de lavagem), reconstituído previamente com Etanol, e centrifugou-se a 
14000rpm durante 1min, rejeitou-se o eluído e voltou-se a colocar a coluna no 
mesmo tubo colector. Centrifugou-se novamente a 14000rpm durante 1min, para 
retirar os resíduos do tampão H2, rejeitou-se o tubo colector e colocou-se a coluna 
num tubo limpo de 1,5ml. O produto foi eluído com 30µl de tampão TE (tampão de 
eluição), colocados na coluna, e centrifugou-se a 14000rpm durante 2min. O produto 
purificado foi guardado a -20ºC. 
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Anexo VI: CONSTRUÇÃO DE ESTIRPES MUTANTES DE Helicobacter pylori PARA OS 
GENES homC E homD 
 
Reagentes e Material: 
• Meio HP não selectivo (Agar Wilkins Chalgrin suplementado com 10% de 
sangue de cavalo) (Biogerm) 
• Meio Mueller Hinton suplementado com 10% de sangue de cavalo 
• Meio Mueller Hinton suplementado com 10% de sangue de cavalo e com 
20µg/ml de Canamicina 
• Caldo Brucella 
• Meio TSB (Trypticase Soya Broth) com 15% de Glicerol 
• Jarras de anaerobiose Mart® Microbiology (Mart Microbiology B.V.) 
 
Equipamento: 
• Sistema gerador de gás AnoxomatTM (Mart Microbiology B.V.) 
 
Procedimento: 
Primeiramente, foi preparada uma suspensão da cultura de uma placa de meio 
HP não selectivo, com crescimento de 24h, em 200µl de caldo Brucella. A 
suspensão foi semeada “em gota” numa nova placa de meio HP não selectivo e 
incubada durante 5h, até atingir a fase logarítmica de crescimento. Após este tempo 
foi adicionada uma solução aquosa contendo aproximadamente 50ng de DNA 
plasmídico, e a incubação continuou por mais 18h. Após crescimento recuperou-se 
toda a cultura e realizou-se uma suspensão que foi semeada “em gota” numa nova 
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placa de HP não selectivo e incubada durante 24h nas mesmas condições. No dia 
seguinte, a cultura foi repicada para uma placa de meio Mueller Hinton 
suplementado com 10% de sangue de cavalo e com 20µg/ml de Canamicina para 
seleccionar os clones resistentes, e em paralelo para uma placa de meio Mueller 
Hinton suplementado com 10% de sangue de cavalo sem antibiótico para controlar a 
viabilidade da bactéria. As placas com antibiótico foram incubadas em microaerofilia, 
a 37ºC, até 12 dias, com controlo diário do aparecimento de clones resistentes. 
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Anexo VII: QUANTIFICAÇÃO DA CITOCINA IL-8 EM SOBRENADANTES DE CULTURA DE 
CÉLULAS 
 
A quantificação da secreção da citocina IL-8 por ELISA foi realizada utilizando o kit 
Quantikine Human IL-8 Immunoassays (R&D Systems Europe Ltd), segundo as 
instruções do fabricante. 
 
Reagentes e Material: 
• Kit Quantikine Human IL-8 Immunoassays (R&D Systems Europe Ltd), 
contendo os seguintes reagentes e material: 
o Tampão de lavagem 
o Reagente de cor A (Peróxido de hidrogénio) 
o Reagente de cor B (Tetrametilbenzidina) 
o Diluente de calibrador RD5P 1X 
o IL-8 Standard (2000, 1000, 500, 250, 125, 62,5 e 31,2pg/ml) 
o Diluente de ensaio RD1-85 
o Conjugado de IL-8 




• Leitor automático de placas SLT Spectra II Labinstruments A-5082 
(Labinstruments, Salzburg, Austria) 
• Agitador automático Certomat® TC3 (B. Braun Biotech International, 
Pennsylvania, EUA) 
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Procedimento: 
Após a centrifugação do sobrenadante da co-cultura de células AGS com 
H. pylori, para retirar todas as partículas, diluiu-se cada amostra 1/100 em Diluente 
de calibrador RD5P 1X. Colocou-se 100µl de Diluente de ensaio RD1-85 em cada 
poço, e adicionou-se 50µl de standard, controlo ou amostra. Incubou-se à 
temperatura ambiente, com agitação, durante 2h. Depois, lavou-se quatro vezes 
cada poço com Tampão de lavagem (aproximadamente 400µl). Juntou-se 100µl de 
Conjugado de IL-8 a todos os poços e incubou-se à temperatura ambiente, com 
agitação, durante 1h. De seguida, repetiu-se a lavagem como referido anteriormente. 
Adicionou-se 200µl de Solução de substrato a cada poço, e voltou-se a incubar à 
temperatura ambiente, com agitação, durante 30min (protegendo-se da luz). Por fim, 
juntou-se 50µl de Solução STOP a cada poço, ocorrendo a mudança de cor do 
substrato de azul para amarelo. Determinou-se a densidade óptica em cada poço a 
450nm, num máximo de 30min. Foi realizada a correcção dos valores da leitura a 
540nm. 
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Anexo VIII: VECTOR pCR®2.1-TOPO® 
 
Figura 33: Mapa do vector pCR®2.1-TOPO® (Adaptado de 
http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/topota_man.pdf). 
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Anexo IX: CLONAGEM DE PRODUTO DE PCR NO VECTOR pCR®2.1-TOPO® 
 
A clonagem dos produtos de PCR no vector pCR®2.1-TOPO® foi realizada utilizando 
o kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen S.A), segundo as instruções do fabricante. 
 
Reagentes e Material: 
• Kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen S.A), contendo os seguintes reagentes: 
o Solução salina (NaCl 1,2M, MgCl2 0,06M) 
o Vector pCR®2.1-TOPO® 
o Células competentes de E. coli 
o Água esterilizada 
• X-gal (50mg/ml) (Invitrogen S.A) 
• Ampicilina (Sigma-Aldrich) 
• Placas de meio LB 
• Meio LB líquido 
 
Equipamento: 
• Centrífuga 5415R (Eppendorf) 
• Banho Thermomixer compact (Eppendorf) 
• Micropipetas (Eppendorf) 
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Procedimento: 
Preparou-se uma mistura reaccional num volume final de 5µl, segundo a Tabela 
11, e deixou-se incubar durante 30min à temperatura ambiente. De seguida, 
colocou-se a mistura reaccional em gelo, adicionou-se 5µl a 50µl de células 
competentes e incubou-se em gelo durante 15min. Procedeu-se depois ao choque 
térmico, incubando-se primeiramente a 42ºC durante 40s e depois em gelo durante 
2min. Depois adicionou-se 250µl de meio LB e incubou-se a 37ºC com agitação 
durante uma 1h. No fim, plaqueou-se primeiro 40µl de X-gal e depois 50µl da cultura 
numa placa de meio LB suplementado com 50µg/ml de Ampicilina e incubou-se a 
37ºC durante a noite. As colónias foram seleccionadas pela cor, apresentando os 
clones de interesse uma cor branca. 
 
Tabela 11: Mistura reaccional utilizada na clonagem dos produtos de PCR com os 
locais de restrição no vector pCR®2.1-TOPO®. 
Reagente Volume (µl) 
Solução salina 1 
Água esterilizada 1 
Vector pCR®2.1-TOPO®. 1 
Produto de PCR 2 
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Anexo X: EXTRACÇÃO DE DNA PLASMÍDICO 
 
A extracção de DNA plasmídico foi realizada pelo kit JETQUICK Plasmid Miniprep 
Spin (Genomed GmbH), segundo as instruções do fabricante. 
 
Reagentes e Material: 
• Kit JETQUICK Plasmid Miniprep Spin (Genomed GmbH), contendo os 
seguintes reagentes e material: 
o Solução G1 (Suspensão celular: Tris-HCl 50mM pH=8, EDTA 10mM, 
RNase A 100µg/ml) 
o Solução G2 (Lise celular: NaOH 200mM, SDS 1% p/v) 
o Solução G3 (Neutralização/Ligação: Acetato e Hidrocloreto de guanidina) 
o Tampão GX (Lavagem opcional: Hidrocloreto de guanidina, Etanol) 
o Tampão G4 (Lavagem: Etanol, NaCl, EDTA e Tris-HCl) 
o Tampão TE (Eluição: 10mM Tris-HCl pH=8) 
o Colunas e tubos colectores 
• Etanol a 96% v/v (Panreac Química S.A.U., Barcelona, Espanha) 
• Ampicilina (Sigma-Aldrich) 
• Meio LB líquido 
 
Equipamento: 
• Centrífuga 5415R (Eppendorf) 
• Banho Thermomixer compact (Eppendorf) 
• Micropipetas (Eppendorf) 
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Procedimento: 
A partir de uma colónia resultante da transformação foi crescida uma cultura com 
5ml de LB líquido suplementado com 50µg/ml de Ampicilina a 37ºC com agitação 
durante a noite. A extracção de DNA plasmídico foi realizada a partir da cultura 
obtida. 
Primeiramente, recolheram-se as células bacterianas de 5ml de cultura por 
centrifugação a 8000rpm durante 15min a 4ºC. Descartou-se o sobrenadante, 
ressuspendeu-se o pellet em 250µl de solução G1 e homogeneizou-se bem a 
mistura com a ajuda do vórtex. Depois, procedeu-se à lise celular com a adição de 
250µl de solução G2 e homogeneizou-se invertendo o tubo várias vezes. Incubou-se 
durante 5min à temperatura ambiente. De seguida, adicionou-se 350µl de solução 
G3, homogeneizou-se invertendo o tubo várias vezes e centrifugou-se a mistura a 
14000rpm durante 10min à temperatura ambiente. 
Aplicou-se toda a mistura numa coluna JETQUICK spin com o respectivo tubo 
colector de 2ml e centrifugou-se a 14000rpm durante 1min. Depois de descartar o 
sobrenadante, adicionou-se 500µl de tampão GX e centrifugou-se seguindo o 
mesmo procedimento. De seguida, adicionou-se 500µl de tampão G4, centrifugou-se 
a 14000rpm durante 1min, descartou-se o sobrenadante e centrifugou-se novamente 
a 14000rpm durante 1min. Por fim, colocou-se a coluna num tubo “Eppendorf” de 
1,5ml, adicionou-se 50µl de tampão TE e centrifugou-se a 14000rpm durante 2min. 
O DNA extraído foi guardado a -20ºC. 
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Anexo XI: VECTOR pGEX-4T-3 
 
 




Rita Cordeiro                                                                                                                                          - 153 - 
Anexos 
Rita Cordeiro                                                                                                                                          - 154 - 
Anexo XII: CLONAGEM DE PRODUTO DE PCR COM OS LOCAIS DE RESTRIÇÃO NO VECTOR 
pGEX-4T-3 
 
Reagentes e Material: 
• Kit JETQUICK Plasmid Miniprep Spin (Genomed GmbH) 
• Kit JETQUICK PCR Purification Spin (Genomed GmbH) 
• Kit JETQUICK Gel Extraction Spin (Genomed GmbH) 
• Kit Rapid DNA Ligation (Roche Diagnostics), contendo os seguintes 
reagentes: 
o Solução 1 
o Solução 2 
o T4 DNA Ligase (5U/µl) 
• Vector pGEX-4T-3 (GE Healthcare) 
• Enzima de restrição SalI (100,000U/ml) (New England BioLabs Inc.) 
• Enzima de restrição NotI (50,000 U/ml) (New England BioLabs Inc.) 
• NEBuffer 3 10X (NaCl 100mM, Tris-HCl 50mM, MgCl2 10mM, DTT 1mM pH 
7,9) (New England BioLabs Inc., Hertfordshire, Reino Unido) 
• BSA (Albumina do Soro Bovino) 100mg/ml (New England BioLabs Inc.) 
• Células competentes de E. coli DH5α (Invitrogen S.A) 
• Células competentes de E. coli BL21 (Invitrogen S.A) 
• Ampicilina (Sigma-Aldrich) 
• Placas de meio LB 
• Meio LB liquido 
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Equipamento: 
• Centrífuga 5415R (Eppendorf) 
• Banho Thermomixer compact (Eppendorf) 




Digestão dos plasmídeos: 
Após a extracção do DNA plasmídico com o kit JETQUICK Plasmid Miniprep Spin 
procedeu-se à sua quantificação por espectrofotometria a 260nm. De seguida, 
realizaram-se as digestões de ambos os plasmídeos (3500ng de DNA inserto e 
3000ng de DNA vector) com as enzimas de restrição SalI e NotI, separadamente, 
num volume final de 50µl durante 1h a 37ºC, utilizando as misturas reaccionais 
segundo as Tabelas 12 e 13. 
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Tabela 12: Mistura reaccional utilizada na digestão do TOPO com os genes 
homC e homD clonados e do vector pGEX-4T-3 com a enzima de restrição SalI. 
Reagente 
Volume na mistura reaccional (µl) 
TOPO clonado com o gene Vector 
pGEX-4T-3 
homC homD 
NEBuffer 3 10X 5 5 
5 
BSA 0,5 0,5 0,5 
Enzima SalI 0,5 0,5 0,4 
DNA (3500ng) (3500ng) (3000ng) 
Água esterilizada até 50µl até 50µl até 50µl 
 
A digestão foi sendo controlada por electroforese em gel de agarose a 0,8%, e 
quando terminada purificou-se cada digestão com o kit JETQUICK PCR Purification 
Spin, segundo as instruções do fabricante, eluindo com o volume necessário para a 
próxima digestão (volume final de 50µl). 
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Tabela 13: Mistura reaccional utilizada na digestão do DNA de TOPO com os 
genes homC e homD clonados e vector com a enzima de restrição NotI. 
Reagente 
Volume na mistura reaccional (µl) 
TOPO clonado com o gene Vector 
pGEX-4T-3 
homC homD 
NEBuffer 3 10X 5 5 
5 
BSA 0,5 0,5 0,5 
Enzima NotI 0,5 0,5 0,4 
DNA purificado 
(volume total de eluição) 
44 44 44,1 
 
No fim de os plasmídeos estarem digeridos, o volume total da digestão foi corrido 
num gel de agarose a 0,8%, excisaram-se as bandas de interesse do gel e 
procedeu-se à extracção do DNA a partir do kit JETQUICK Gel Extraction Spin, 
segundo as instruções do fabricante. 
 
Ligação: 
O fragmento de DNA do inserto purificado de cada gene foi ligado ao vector 
purificado com a enzima T4 DNA Ligase utilizando o kit Rapid DNA Ligation, 
segundo as instruções do fabricante. Preparou-se a mistura reaccional de acordo 
com a tabela 14 e deixou-se a incubar à temperatura ambiente durante 1h. 
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Tabela 14: Mistura reaccional utilizada na ligação. 
Reagente Volume (µl) 
Solução 1 10 
Solução 2 2 
Enzima T4 DNA Ligase 1 
DNA TOPO com o gene clonado digerido 7 
DNA vector pGEX 4T-3 digerido 1 
 
Transformação em células competentes de E. coli DH5α:  
O plasmídeo resultante da ligação foi transformado em células competentes de 
E. coli DH5α. Inicialmente, adicionou-se 10µl da mistura reaccional da ligação de 
cada gene a 100µl de células competentes e deixou-se incubar durante 30min em 
gelo. De seguida procedeu-se ao choque térmico, incubando-se primeiramente a 
42ºC durante 45s e depois em gelo durante 2min. Depois adicionou-se 500µl de 
meio LB e incubou-se a 37ºC com agitação durante uma 1h. No fim plaqueou-se 
todo o volume da cultura numa placa de meio LB suplementado com 50µg/ml de 
Ampicilina e incubou-se a 37ºC durante a noite. A partir de cada colónia resultante 
da transformação realizou-se uma minicultura em 5ml de meio LB líquido 
suplementado com 50µg/ml de Ampicilina, que cresceu durante a noite a 37ºC com 
agitação, e extraiu-se o DNA plasmídico da cultura de cada clone a partir do kit 
JETQUICK Plasmid Miniprep Spin, segundo as instruções do fabricante. 
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Transformação em células competentes de E. coli BL-21:  
Os vectores de expressão com o respectivo fragmento clonado foram 
transformados em células de E. coli BL-21. Inicialmente, adicionou-se 2,5µl do DNA 
plasmídico a 25µl de células competentes e deixou-se incubar durante 30min em 
gelo. De seguida procedeu-se ao choque térmico, incubando-se primeiramente a 
42ºC durante 45s e depois em gelo durante 2min. Depois adicionou-se 100µl de 
meio LB e incubou-se a 37ºC com agitação durante uma 1h. No fim plaqueou-se 
todo o volume da cultura numa placa de meio LB suplementado com 50µg/ml de 
Ampicilina e incubou-se a 37ºC durante a noite. 
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Anexo XIII: EXTRACÇÃO DE DNA A PARTIR DE GEL DE AGAROSE 
 
A extracção de DNA a partir de gel de agarose foi realizada pelo kit JETQUICK 
Gel Extraction Spin (Genomed GmbH), segundo as instruções do fabricante. 
 
Reagentes e Material: 
• Kit JETQUICK Gel Extraction Spin (Genomed GmbH), contendo os seguintes 
reagentes e material: 
o Solução L1 (Solubilização do gel: NaClO4, Acetato de sódio e TBE) 
o Solução L2 (Lavagem: Etanol, NaCl, EDTA e Tris-HCl) 
o Tampão TE (Eluição: 10mM Tris-HCl pH=8) 
o Colunas e tubos colectores 
• Etanol a 96% v/v (Panreac Química S.A.U., Barcelona, Espanha) 
 
Equipamento: 
• Centrífuga 5415R (Eppendorf) 
• Banho Thermomixer compact (Eppendorf) 
• Micropipetas (Eppendorf) 
• Balança Sartorius Basic BP 8100 (Satrorius AG, Goettingen, Alemanha) 
• Vórtex Heidolph REAX 2000 (Comecta S.A., Barcelona, Espanha) 
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Procedimento: 
Primeiramente, excisou-se a banda de interesse, transferiu-se para um tubo 
“Eppendorf” de 1,5ml e pesou-se. Depois foi adicionada a solução L1 numa 
proporção de 1:3 (cada 100mg de gel juntar 300µl de solução) e incubou-se a 50ºC 
durante 15min com agitação. Aplicou-se toda a mistura numa coluna JETQUICK 
spin com o respectivo tubo colector de 2ml e centrifugou-se a 14000rpm durante 
1min. Depois de descartar o sobrenadante, adicionou-se 500µl de solução L2 e 
centrifugou-se seguindo o mesmo procedimento. Descartou-se o sobrenadante e 
centrifugou-se novamente a 14000rpm durante 1min. Por fim, eluiu-se o DNA com 
50µl de tampão TE e centrifugação a 14000rpm durante 2min. A solução de DNA foi 
guardado a -20ºC. 
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Anexo XIV: ELECTROFORESE EM GEL SDS-PAGE 
 
Reagentes e Material: 
• Acrilamida/bis-acrilamida 40% (37,5:1) (Bio Rad Laboratories Ltd.) 
• Tampão de corrida SDS-PAGE 1X (25 mM Tris; 192 mM Glicina; 0,1% SDS; 
pH 8,3) 
• Tampão do gel de separação (Tris-HCl 1,5M pH 8,8) 
• Tampão do gel stacking (Tris-HCl 0,5M pH 6,8) 
• SDS (Sodium dodecyl sulfate) 10% (p/v) 
• PSA (Persulfato de amónio) 10% (p/v) 




• Mini-PROTEAN® 3 Electrophoresis System (Bio Rad Laboratories Ltd.) 
• Micropipetas (Eppendorf) 
 
Procedimento: 
Os géis foram preparados seguindo as instruções do fabricante e foi utilizado o 
aparelho Mini-PROTEAN® 3 Electrophoresis Cell. Primeiro, foi feita a montagem do 
suporte para o gel em placa com espaçadores de 0,75 mm, e depois seguiu-se a 
sua preparação. O gel é constituído por um gel de separação e um stacking gel. O 
gel de separação foi preparado com 10% de acrilamida/bis-acrilamida 40%, segundo 
a Tabela 15. 
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Tabela 15: Solução para a preparação do gel de separação com 10% de 
acrilamida/bis-acrilamida 40%. 
Componentes da solução Volume (µl) 
Água destilada (q.b. 5ml) 2450 
Acrilamida/bis-acrilamida 40% 1250 
1,5M Tris-HCl pH 8,8 1250 
SDS 10% (p/v) 50 
PSA 10% (p/v) 50 
TEMED 2,5 
 
A polimerização do gel começa assim que o PSA e o TEMED estão em solução, 
por isso foram os últimos a ser adicionados. Sem demora, a mistura foi colocada no 
suporte, na posição vertical, e deixou-se a polimerizar à temperatura ambiente. Após 
a polimerização, que demora aproximadamente 30min, lavou-se muito bem o topo 
do gel, de modo a retirar toda a acrilamida não polimerizada. De seguida, foi 
preparado o gel stacking com 4% de acrilamida/bis-acrilamida 40%, segundo a 
tabela 16. 
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Tabela 16: Solução para a preparação do gel stacking com 4% de 
acrilamida/bis-acrilamida. 
Componentes da solução Volume (µl) 
Água destilada (q.b. 2ml) 1500 
Acrilamida/bis-acrilamida 40% 250 
0,5M Tris-HCl pH 6,8 200 
SDS 10% (p/v) 20 
PSA 10% (p/v) 40 
TEMED 2 
 
A mistura foi colocada em cima do gel de separação polimerizado, tendo-se 
colocado um molde para formar os poços. Deixou-se polimerizar nas mesmas 
condições acima referidas. No final, o gel foi colocado na tina de electroforese 
seguindo as instruções do fabricante, e colocou-se o tampão de corrida SDS-PAGE 
para depositar as amostras. 
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Anexo XV: MARCADOR DE PESO MOLECULAR Precison Plus ProteinTM Standards 
 
 
Figura 35: Representação do marcador de peso molecular Precison Plus 
ProteinTM Standards com padrões de 250 a 10 kDa (Adaptado de http://www.bio-
rad.com/LifeScience/pdf/Bulletin_4110024.pdf). 
Anexos 
Rita Cordeiro                                                                                                                                          - 166 - 
Anexo XVI: TAMPÕES E SOLUÇÕES DE TRABALHO 
 
Tabela 17: Preparação de tampões e soluções de trabalho. 
Electroforese em gel de agarose 
Tampão TBE 10X 
Dissolver 108g Tris, 55g de Ácido bórico em 960ml de água 
destilada e adicionar 40ml de 0,01M EDTA pH 8.  
Solução de Aplicação 
Dissolver 250mg de Azul bromofenol, 250mg de Xileno de 
cianol e 4,47g de EDTA em 985ml de água destilada, e 
adicionar 15ml de Ficoll. 
Electroforese em gel SDS-PAGE 
Tampão da Amostra 5X 
Misturar 4ml de Tris-HCl 0,5M pH 6,8 e 3,1ml de Glicerol 
80%. Depois dissolver 1,125g de SDS e 0,5g de DTT (2%) e 
adicionar 10ml de azul de bromofenol. 
Tampão SDS-PAGE 10X 
Dissolver 360g de Glicina, 76g de Tris e 25g de SDS em 
água destilada, perfazendo o volume de 1l. 
Tampão do Gel de Separação 
(Tris-HCl 1,5M pH 8,8) 
Dissolver 18,15g de Tris em água destilada. Ajustar o pH 8,8 
com HCl 6N e perfazer o volume de 100ml com água 
destilada. 
Tampão do Gel Stacking 
(Tris-HCl 0,5M pH 6,8) 
Dissolver 6g de Tris em água destilada. Ajustar o pH 6,8 com 
HCl 6N e perfazer o volume de 100ml com água destilada. 
SDS 10% (p/v) Dissolver 1g de SDS em 10ml de água destilada. 
PSA 10% (p/v) Dissolver 1g de Persulfato de Amónio em 10ml de água 
destilada. 
Solução de Azul de Coomassie 
Dissolver 1,25g de Azul de Coomassie num pouco de água 
destilada. Juntar 225ml de Metanol e 50ml de Ácido Acético, 
e perfazer o volume de 1l com água destilada. 
Solução Destain 
Juntar 450ml de Metanol e 100ml de Ácido Acético e prefazer 
o volume de 1l com água destilada. 
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Continuação da Tabela 17. 
Western blot 
Tampão de Transferência 25X 
Dissolver 145g de Tris, 72,5g de Glicina e 9,3g de SDS em 
água destilada até perfazer o volume de 1l. 
Tampão de Transferência 1X 
Juntar 200ml de Metanol com 40ml de tampão de 
transferência 25X e perfazer o volume de 1l com água 
destilada 
Tampão TBS 10X 
Dissolver 151g de Tris e 219g de NaCl em água destilada. 
Ajustar o pH 7,6 com HCl 1M e perfazer o volume de 1l com 
água destilada. 
Solução TTBS 1X 
Misturar 100ml de TBS 10X e 500µl de Triton X-100 e 
perfazer o volume de 1l com água destilada. 
5% (p/v) de Leite Magro em TTBS 1X Dissolver 5g de Leite magro em 100 ml de TTBS 1X. 
Tampão ECL 
(Tris-HCl 100mM pH 8,8) 
Diluir 3ml de Tampão Tris-HCl 1,5M pH 8,8 em 45ml de água 
destilada. 
Solução de Revelação 1 
Juntar 5µl de Ácido Cumárico e 15µl de luminol a 980 µl de 
tampão ECL. 
Solução de Revelação 2 Adicionar 1µl de Água oxigenada a 1000µl de tampão ECL. 
Solução de ECL 
Juntar 1ml da solução de revelação 1 e 1ml da solução de 
revelação 2. 
  
 
